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RESUMO
Flavonóides são compostos derivados da benzo-y pirona extraídos de plantas que 
possuem inúmeros efeitos biológicos. Sua significância terapêutica toma importante a 
compreensão dos seus mecanismos de ação. Hispidulina (5,7,4’trihidroxi-6 
metóxiflavona) e eupafolina (5,7,3’,4’tetrahidroxi- 6 metóxiflavona), flavonas naturais 
que para este estudo foram extraídas das folhas de Eupatorium litoraíle, possuem 
propriedades antineoplásicas e antioxidantes já demonstradas, porém com mecanismos de 
ação ainda não descritos. O objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos da hispidulina 
sobre o metabolismo oxidativo de mitocôndrias de fígado de rato e suas propriedades 
antioxidantes, a fim de compará-las com a eupafolina. No que diz respeito à respiração 
mitocondrial, previamente foi demonstrado que a hispidulina (0,05-0,2 mol.l'1) reduziu a 
velocidade respiratória no estado III e estimulou-a no estado IV (ROCHA, 2000). As 
análises dos complexos da cadeia respiratória mostraram que a hispidulina inibe 
atividades enzimáticas entre os complexos I e III. A atividade da ATPase foi 
parcialmente inibida pela hispidulina quando foram utilizadas mitocôndrias intactas por 
congelamento e descongelamento, entretanto, esta flavona fortemente estimulou esta 
atividade em mitocôndrias intactas e nenhum efeito foi observado na presença de FCCP. 
A hispidulina foi classificada como um inibidor do transporte de elétrons, podendo atuar 
também como um desacoplador da fosforilação oxidativa. Nos experimentos de 
inchamento mitocondrial, na presença de glutamato e acetato de sódio, a hispidulina 
inibiu este parâmetro acentuadamente, em parte como conseqüência das inibições 
enzimáticas sobre a cadeia respiratória, porém a hispidulina parece não interferir com a 
membrana mitocondrial interna, como indiretamente demonstrado nos ensaios de 
inchamento mitocondrial na presença de valinomicina e KN03. No que diz respeito à 
liberação de ferro da ferritina, tanto a hispidulina quanto a eupafolina estimularam esta 
liberação em todas as concentrações utilizadas (0,05-0,2 mol.l'1), porém tal efeito foi 
mais acentuado para a eupafolina, e revertido pela catalase, o que sugere o envolvimento 
de H20 2 neste processo. Em relação às propriedades antioxidantes, a hispidulina foi 
incapaz de doar elétrons ao radical livre estável DPPH, por outro lado, a eupafolina 
reagiu com este radical de forma similar ao ácido ascórbico, usado como controle 
positivo. Os resultados acima sugerem que a inibição dos sistemas enzimáticos 
mitocondriais pela hispidulina podem ser os responsáveis pela sua citoxicidade e efeitos 
biológicos, e que os efeitos antioxidantes da eupafolina podem ser atribuído ao seu anel 
catecoí, permitindo que esta atue como um bom agente redutor.
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ABSTRACT
Flavonoids are plant constituents that have important biological effects. Their potential 
therapeutic significance makes important an understanding of their action mechanisms. 
Hispidulin (6-methoxy-5,7,4'-trihydroxyflavone) and eupafolin (6-methoxy-5,7,3’,4'- 
tetrahydroxyflavone), were extracted from leaves of Eupatorium litoralle, have 
recognized antioxidant and antineoplastic properties, although their mechanisms of action 
have not been described. We now study the effects of hispidulin on the oxidative 
metabolism of isolated rat liver mitochondria and their antioxidative properties in order 
to compare it to these of eupafolin. In terms of mitochondrial respiration, it was 
previously demonstrated that hispidulin (0.05-0.2 mmolT1) decreases the respiratory rate 
in state III and stimulated it in state IV (ROCHA, 2000). The enzymatic complexes 
showed that hispidulin caused a reduction of enzymatic activities between complexes I 
and III. Activity of ATPase was partially inhibited by hispidulin when mitochondria 
disrupted by freeze/thawing treatment was used. However, it strongly stimulated this 
activity in intact mitochondria and no effect was observed in the presence of FCCP. 
Hispidulin is classified as an electron-transport inhibitor, and as an uncoupler of 
oxidative phosphorilation. In mitochondrial swelling experiments, in the presence the 
glutamate and sodium acetate, hispidulin markedly inhibited this parameter, in part as a 
consequence of inhibition on enzymatic activities of the mitochondrial respiratory chain. 
However hispidulin seems not to interfere with the inner mitochondrial membrane, as 
indirectly demonstrated in assays of mitochondrial swelling in the presence of 
valinomycin and KN03. Both hispidulin and eupafolin release iron from ferritin at all 
concentrations used (0,05-0,2 mol.l'1), but this effect was more accentuated for eupafolin 
and reversed by catalase, suggesting that H2O2 is involved in this process. In terms of 
antioxidant properties, hispidulin was incapable of donating electrons to the stable free 
radical DPPH. On the other hand, eupafolin reacted with this radical similarly to ascorbic 
acid, used as a positive control. The results suggest that the inhibition of mitochondrial 
enzyme systems by hispidulin may be responsible for its cytotoxicity and biological 
effects, and that the antioxidant effects of eupafolin may be attributed to its catechol ring, 
that allows it to be a good reducing agent.
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1. INTRODUÇÃO
A humanidade tem se utilizado de plantas medicinais há milênios. No início, 
seu uso era feito empiricamente, e sua eficácia era comprovada através dos resultados 
obtidos, como a cura ou alívio de moléstias. Desde então, o homem, utilizando a sua 
inteligência e o poder de observação, acumulou conhecimentos sobre o uso mais 
apropriado. Através da obtenção de extratos destes vegetais, o homem pôde obter 
maiores resultados e determinar posologias (FREHSE, 1999).
O estudo de plantas medicinais evoluiu muito nas últimas décadas. Do ponto 
de vista químico, o desenvolvimento de técnicas cromatográficas e de determinação 
estrutural facilitaram muito a pesquisa fitoquímica. Do ponto de vista biológico e 
farmacológico estão surgindo técnicas rápidas de bioensaio para a avaliação dos 
extratos e produtos isolados (FREHSE, 1999).
Substâncias derivadas de plantas superiores constituem aproximadamente 25% 
dos medicamentos prescritos (FARNSWORTH et a l, 1991). Dentre os compostos 
encontrados em plantas e que possuem vários efeitos biológicos importantes 
destacamos os flavonóides. Segundo ARORA (1998), esta é a classe de moléculas 
mais comum e ativa de ocorrência natural em plantas no que diz respeito a 
propriedades antioxidantes, sendo capazes de atuar em sistemas hidrofílicos e 
lipofílicos.
Os flavonóides são compostos polifenólicos de ocorrência natural em frutas, 
vegetais e bebidas tais como vinho e chá. Pesquisas com populações mediterrâneas 
têm demonstrado uma possível correlação entre o consumo habitual de azeite de oliva, 
frutas e vegetais ricos em flavonóides antioxidantes e a baixa taxa de mortalidade por 
doenças cardiovasculares dessas populações, apesar de sua alta ingestão de gorduras 
saturadas (NIJVELDT et al., 2001; TRICHOPOULOU & VASILOPOULOU, 2000).
2Segundo HEIM et al. (2002), grande parte dos efeitos protetores dos flavonóides 
em sistemas biológicos podem ser atribuídos às suas habilidades antioxidantes e 
quelantes de metais. Estas propriedades são importantes pois estão diretamente 
relacionadas à redução na produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) e radicais 
livres (RL) ou ainda ao combate de seus efeitos deletérios, como a oxidação de 
proteínas celulares, ácidos nucléicos e lipídios (HEIM et al; 2002). Estes mesmos 
autores a exemplo de outros (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999) enfatizam que 
as ERO contribuem para o envelhecimento celular, mutagênese, carcinogênese, 
doenças cardiovasculares, possivelmente através da desestabilização das membranas, 
oxidação do LDL, danos ao DNA, entre outras. Desta forma os flavonóides, devido às 
suas propriedades, ganham papel de destaque no estudo do combate aos distúrbios 
celulares e doenças envolvidas com espécies reativas de oxigênio e radicais livres.
Existem vários relatos na literatura sobre o envolvimento da produção excessiva 
de radicais livres in vivo em várias doenças como artrite reumatóide, doença de 
Parkinson, esclerose múltipla, aterosclerose, porfirias, alguns tipos de câncer, entre 
outras (YUTING et al., 1990; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). Segundo VAN 
ACKER et al. (1996), os flavonóides interferem tanto nas reações de propagação de 
radicais livres quanto na formação destes, quelando metais de transição, inibindo 
enzimas envolvidas na etapa de iniciação, dependendo tais efeitos de suas estruturas 
químicas. Devido a estas propriedades, este grupo de compostos vêm ganhando espaço 
cada vez maior no tratamento de inúmeras patologias; inclusive, o efeito terapêutico de 
medicamentos tradicionais tem sido atribuído à presença de flavonóides (SANZ et al.,
1994). Desta forma toma-se importante o estudo dos mecanismos de ação dos 
flavonóides para melhor entendimento de seus efeitos e avaliação do seu potencial 
terapêutico.
Segundo HODNICK et al. (1996) certos flavonóides são também capazes de 
inibir algumas enzimas mitocondriais, o que contribui para sua atividade 
antineoplásica e citotoxicidade podendo, alguns deles, estarem envolvidos em reações 
de óxido-redução (HODNICK et al.; 1986). Uma vez que a cadeia de transporte de
Jelétrons mitocondrial consiste de uma série de transportadores de elétrons, entre eles a 
ubiquinona e algumas proteínas integrais de membrana cujos grupos prostéticos são 
capazes de aceitar ou doar elétrons, sugere-se que os compostos contendo grupamentos 
capazes de sofrer reações de óxido-redução possam interferir neste transporte (MOINI 
et al, 1999). Portanto, o estudo dos efeitos do flavonóide hispidulina sobre o 
metabolismo mitocondrial é relevante.
A hispidulina e a eupafolina, flavonóides objeto de estudo deste trabalho, são 
encontradas numa variedade grande de espécies vegetais e algumas de suas 
propriedades, especialmente as atividades antineoplásicas e antioxidantes, já foram 
parcialmente estudadas (LIU et al, 1985; KUPCHAN, 1969; WOERDENBAG et al.,
1995). Entretanto, detalhes dos seus mecanismos de ação permanecem ainda 
desconhecidos.
41.1. ESTRUTURA E BIOSSÍNTESE DOS FLAVONÓIDES
Os flavonóides são uma classe de compostos fenólicos, derivados da benzo-y- 
pirona, de ocorrência natural, amplamente distribuídos entre as plantas (SANTOS et 
al.; 1998). Cerca de 4000 flavonóides de ocorrência natural já foram descritos e esta 
lista encontra-se em constante crescimento (MIDDLETON & KANDASWAMI et al, 
1994). Como características gerais destes compostos pode-se destacar sua solubilidade 
em água, e solventes orgânicos como etanol e DMSO, seu caráter fenólico e sua 
intensa absorção na região ultravioleta e visível do espectro devido à presença de 
sistemas aromáticos e conjugados (MARKHAM, 1982).
A via biossintética dos compostos flavonoídicos incorpora precursores das vias 
do ácido chiquímico e dos policetídicos, sendo que o primeiro flavonóide é produzido 
imediatamente após a confluência das duas vias (Esquema 1) (MARKHAM, 1982; 
MARCANO & MASAHISA, 1991).
O primeiro flavonóide formado na biossíntese é a chalcona e todas as outras 
formas são obtidas através de oxidação e redução do esqueleto básico dos flavonóides. 
Outras modificações podem ocorrer em vários estágios, resultando em: hidroxilação 
adicional (ou redução); metilação de grupos hidroxila ou do núcleo flavônico; 
isoprenilação de grupos hidroxila ou do núcleo flavônico; metilenação de grupos 
diidroxilas em posição orto; dimerização (para produzir biflavonóides); formação de 
bissulfatos; e a mais importante, glicosilação de grupos hidroxila (para formar 
flavonóides O-glicosídeos) ou do núcleo flavônico (para formar flavonóides C 
glicosídeos) (MARKHAM, 1982; MARCANO & MASAHISA, 1991).
5ESQUEMA 1: BIOSSÍNTESE DOS FLAVONOIDES. CONFLUÊNCIA
DAS VIAS BIOS SINTÉTICAS DO ÁCIDO CHIQUÍMICO E 
DOS POLICETÍDEOS.
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FONTE: MARKHAM (1982); MARCANO & MASAHISA, (1991).
6São conhecidas dez classes de flavonóides que possuem o mesmo núcleo básico, 
a partir dos quais são formados todos os flavonóides, através de outras etapas 
biossintéticas (MARKHAM, 1982; MARCANO & MASAHISA, 1991). Nas figuras 
IA e 1B pode-se verificar os núcleos básicos dos flavonóides e alguns exemplos dos 
seus derivados.
Os flavonóides da dieta diferem no arranjo dos grupos hidroxila e metóxi, quanto 
à glicosilação e em relação à conjugação doa anéis A e B (HEIM et al. , 2002). Durante 
o metabolismo, grupos hidroxila são adicionados, sulfatados ou glucuronizados. Em 
alimentos, os flavonóides existem primariamente como O-glicosídeos e polímeros 
(HAMMERSTONE et al.; 2000).
A hispidulina e a eupafolina, que foram estudadas neste trabalho pertencem à 
classe das flavonas. WOLLENWEBER & DIETZ (1981), demonstraram que flavonas 
e flavonóis das ceras foliares e exudatos dos vegetais quase sempre ocorrem na forma 
livre, sem glicosilação, e geralmente metilados.
As agliconas (flavonóides não ligados à carboidratos) contém quinze átomos de 
carbono em seu núcleo básico e estes estão arranjados em unidades C-6-C-3-C-6, ou 
seja, dois anéis aromáticos ligados através de uma unidade de três carbonos que podem 
ou não formar um terceiro anel (Figura 2). Biossinteticamente o anel A é derivado de 
uma cadeia policetídica, o anel B é derivado do ácido chiquímico e os três átomos de 
carbono que unem os anéis A e B, provém da parte alquílica do fenilpropano 
(esqueleto carbônico oriundo do ácido chiquímico) (MARKHAM, 1982; MARCANO 
& MASAHISA, 1991). A numeração dos carbonos do esqueleto carbônico dos 
compostos flavonoídicos é feita por um sistema numérico que utiliza numerais 
ordinários para os anéis A e C e numerais seguidos de apóstrofo para o anel B 
(Figura 2) (BRAVO, 1998).
FIGURA 1 A: NÚCLEOS BÁSICOS DE FLAVONÓIDES E ALGUNS 7
EXEMPLOS DE SEUS DERIVADOS
N ú c le o s  B á sico s A lg u n s ex e m p lo s
flavona
. ^ O H
OH O HO O 
apigenina luteolina
0
flavonol
Y Y ^ oh
OH O OH O
kaempferol quercedna
R=H flavanona 
R=OH flavanonol
r ^ Y ° H r " Y OHH°X^C°J’ ho- | ^ Ç j Á A oh
OH O OH O 
narigenina hespetetina
R=H isoflavona 
R=OH isoflavonol
H 0 n / v /0 .  HO> y ^ y . O s .
T; : í f ú ^ v í ^ r x ) Me° " ^ | í í : |í/ |<:íí^
L  O L I  OH O L  L 
OH ^ V ^ o H  ^ ^  0CH3
genisteína irisolidona
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FIGURA 1B: NÚCLEOS BÁSICOS DE FLAVONOIDES E ALGUNS 
EXEMPLOS DE SEUS DERIVADOS
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9FIGURA 2: NUMERAÇÃO DE UM FLAVONÓIDE COM ANEL C (FLAVONA)
Devido à sua significância terapêutica, o número de flavonóides identificados 
está aumentando rapidamente e a busca extensiva de suas ações tem sido realizada por 
muitos laboratórios. Os resultados destes estudos têm mostrado que compostos 
pertencentes à classe dos flavonóides possuem um amplo espectro de efeitos fisiológicos e 
farmacológicos e que serão melhor descritos a seguir (ABDALLA et al., 1988).
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1.2. EFEITOS BIOLÓGICOS DOS FLAVONÓIDES
Nas últimas décadas foram descritas várias atividades biológicas importantes dos 
flavonóides, sendo que recentemente ocorreu aumento no interesse em investigar 
várias propriedades farmacológicas positivas destes compostos (ARORA et ai; 1998).
Existem vários relatos sobre efeitos benéficos da ingestão de alimentos ou 
bebidas ricos em flavonóides polifenólicos em humanos. Entre os relatos mais recentes 
pode-se citar a reversão da disfunção endotelial vasomotora em pacientes com doença 
arterial coronariana após consumo agudo e crônico de chá preto (DUFFY et ai, 2001). 
Quando humanos tiveram suas dietas suplementadas diariamente com 22 g de pó de 
cacau e 16 g de chocolate preto, observou-se a) redução da suscetibilidade de oxidação 
do LDL, b) aumento nas concentrações de HDL, c) aumento na capacidade 
antioxidante total do soro (WAN et a i, 2001); d) redução na agregação plaquetária por 
alteração da síntese de eicosanóides (SCHRAMM et al., 200 l)e ainda e) redução no 
índice de infarto do miocárdio e da mortalidade por doença coronariana em mulheres 
idosas após dieta rica em flavonóides (HERTOG et ai; 1993).
Entre as inúmeras atividades biológicas atribuídas aos flavonóides, pode-se citar: 
a) antiinflamatória (MIDDLETON, 1984; HAVSTEEN, 1983); b) antialérgica 
(MIDDLETON, 1984; HAVSTEEN, 1983); c) antiviral (MIDDLETON, 1984; 
HAVSTEEN, 1983); d) atividade catecolamínica (KUHNAU, 1976); e) inibidora da 
síntese do DNA em células tumorais (YUTING et al., 1990); f) cardioprotetora, por 
redução da injúria causada pela produção de oxidantes pró-inflamatórios (BISNACK 
et al., 2001) e por atenuação da oxidação de LDL e desenvolvimento de aterosclerose 
(FURHMAN & AVIRAM, 2001); g) antihipertensiva (DUARTE et al., 2001); 
h) anticarcinogênica contra vários tipos de tumores (YANG et al., 2001; WEYANT et 
ai, 2001; ELLATAR & VIRJI, 2000); i) redutora de lipoperoxidação 
(VALENZUELA et al., 1985, 1986; TOREL et al., 1986; FRAGA et al., 1987; 
LARSON, 1988; FAURÉ et al., 1990; MORA et a i, 1990; YUTING et al., 1990; 
CHOLBI et al., 1991; COTELLE et al., 1992; RIOS et al., 1992; MI Y AH ARA et al.,
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1993; RATTY & DAS, 1988; AREIAS et al., 2001), i) redutora da hepatotoxicidade 
induzida por xenobióticos em animais (FERRANDIZ et al., 1994), entre outras.
Grande parte dos efeitos biológicos protetores dos flavonóides podem ser 
atribuídos às suas habilidades antioxidantes (HEIM et al.;2002). Vários autores têm 
descrito esta capacidade para moléculas de flavonóides com diferentes estruturas 
químicas.
ARORA et al. (1998) avaliaram a habilidade de vários flavonóides, entre eles 
alguns bastante estudados como a luteolina (5,7,3’4’ tetrahidroxiflavona) e rutina 
(5,7,3 ’4 ’ -tetrahidroxi 3-rutinose-flavona), pertencentes à classe das flavonas e 
quercetina (5,7,3’4’-pentaliidroxi-3-flavonol), pertencente à classe dos flavonóis, 
quanto à sua habilidade de inibir a peroxidação lipídica induzida por FeCl2 e FeCl3, 
bem como de seqüestrar o radical peroxil gerado por AAPH em sistema de membrana 
liposomal, usando sondas fluorescentes para a porção mais hidrofílica da membrana 
(DPH-PA). A eficácia antioxidante dos compostos foi observada pela redução na 
intensidade de decaimento da fluorescência emitida pela sonda, causada pelos radicais 
livres gerados durante a peroxidação lipídica. Os flavonóides testados se mostraram 
mais eficientes na proteção da lipoperoxidação induzida por metais (FeCl2 ou FeCl3) 
do que na gerada pelos radicais peroxil produzidos pelo AAPH, os autores sugerem 
que isto se deva à dificuldade de acesso dos flavonóides à região da membrana onde os 
radicais livres são gerados por este último agente, pois segundo SANTOS et al. 
(1998), o efeito protetor contra lipoperoxidação parece depender tanto da estrutura do 
composto, quanto da capacidade de interação e penetração na bicamada lipídica das 
membranas. TOREL et al. (1986) relataram que os flavonóides também são capazes de 
reagir com radicais peroxil, envolvidos na reações de terminação durante a 
autooxidação de ácidos graxos poliinsaturados.
ROBAK & GRYGLEWSKI (1987) demonstraram também que vários 
flavonóides, entre eles a quercetina e a rutina, exercem seus efeitos antioxidantes 
seqüestrando ânions superóxido gerados enzimaticamente através do sistema xantina-
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xantina oxidase ou não enzimaticamente em sistema fenazina metasulfato, 
observando-se a redução do tetrazólio.
Embora haja grande ênfase nos efeitos antioxidantes dos flavonóides, PUPPO 
(1992) alerta que dependendo da estrutura da molécula e dos agentes quelantes 
utilizados nos sistemas de reação, estas moléculas podem atuar como pró-oxidantes, 
demonstrando assim efeitos deletérios.
A luteolina tem sido usada como agente indutor de apoptose (YAMASHITA & 
KAWANISHI, 2000). Alguns flavonóides podem tomar-se mutagênicos, devido à sua 
semelhança estrutural com os nucleosídeos que podem levar à intercalação do sistema 
benzopirona dos flavonóides entre as bases que compõem o DNA. Entretanto, 
verificou-se que os efeitos colaterais não são muito graves desde que o uso seja em 
doses moderadas, ou seja, <lg/dia/paciente adulto (HAVSTEEN, 1983).
Além dos efeitos danosos já descritos, segundo HODNICK et al., (1986), os 
flavonóides inibem algumas enzimas como fosfodiesterases, aldose redutase, bem 
como as enzimas mitocondriais NADH oxidase, succinato oxidase e ATPases o que 
contribui para sua citotoxicidade e atividade antineoplásica. A inibição da succinato 
oxidase por certos compostos, como a mirecitina (3,5,7,3’,4’5’-OH flavonol), 
quercetagenina (3,5,6,7,3’,4’-OH 6-OMe flavonol) entre outros, parece também estar 
ligada à habilidade dos compostos fenólicos de participarem de reações de óxido- 
redução, ou ainda de se autooxidarem gerando espécies reativas de oxigênio 
(HODNICK et a l, 1986). De acordo com estudos feitos relacionando a estrutura 
destes compostos com suas atividades biológicas, os inibidores mais potentes da 
succinato oxidase possuem configuração do grupo hidroxila capaz de suportar reações 
de óxido-redução, como por exemplo as encontradas em grupos hidroquinona e catecol 
(HODNICK etal., 1987).
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Desta forma, quanto aos efeitos dos flavonóides em sistemas biológicos em geral, 
pode-se dizer que são devido à: a) sua capacidade de reagir com os radicais livres, 
seqüestrando-os e transformando-os em espécies menos reativas como o radical 
fenoxil do flavonóide (equações 1 e 2) (ARORA, 1998) ou ainda b) sua capacidade de 
transferir elétrons a radicais livres, agindo como agentes redutores; c) sua capacidade 
de quelar metais de transição, envolvidos com a produção de radicais livres; d) sua 
afinidade de ligação a polímeros biológicos e e) sua habilidade de afetar o transporte 
de elétrons, participando de reações de óxido-redução (HAVSTEEN, 1983; ARORA et 
al, 1998; HODNICK etal., 1988; HEIM etal., 2002).
FORMAÇÃO DE RADICAL FENOXIL DO FLAVONÓIDE
(Equação 1) ROO*+ Fl-OH ROOH+Fl-O*
(Equação 2) OH*+ Fl-OH H20  + Fl-O*
FONTE: ARORA, 1998.
É importante destacar que, quando uma molécula de flavonóide reage com um 
radical livre, um outro radical se forma, que é o radical fenoxil do flavonóide. Se este 
radical fosse bastante reativo, a cascata de efeitos deletérios continuaria sendo 
propagada, entretanto esta espécie radical formada é bastante estável, não reagindo 
rapidamente com outras moléculas, assim, o flavonóide exerce seu efeito antioxidante 
(HOLLMAN et al. ', 1996). Existem várias características estruturais das moléculas de 
flavonóides já estudadas que podem favorecer a estabilidade do radical fenoxil, como 
será discutido a seguir, além de outras que influenciam sobre suas demais 
propriedades.
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1.3 CORRELAÇÃO ENTRE ATIVIDADE BIOLÓGICA E ESTRUTURA DOS
FLAVONÓIDES
A atividade antioxidante dos flavonóides e seus metabólitos in vitro dependem do 
arranjo dos grupos funcionais em tomo do núcleo básico. Nos últimos quinze anos, 
estudos de estmtura-atividade têm gerado várias linhas de evidências que definem os 
requisitos estruturais necessários à capacidade seqüestradora de radicais livres, 
atividade quelante e antioxidante (HEIM et ai; 2002). Apesar de haverem idéias 
controversas, em alguns casos, parece haver consenso de que alguns aspectos 
estruturais são requisitos necessários para determinados efeitos biológicos.
Para melhor acompanhar a discussão sobre os aspectos relativos à correlação 
estmtura-atividade biológica dos flavonóides, a figura da estrutura básica destes 
compostos foi novamente inserida.
FIGURA 2 NUMERAÇÃO DE UM FLAVONÓIDE COM ANEL C (FLAVONA)
ARORA et al. (1998) que estudaram diversos flavonóides quanto à sua 
capacidade antioxidante, sugerem que as diferenças entre as atividades antioxidantes 
destes flavonóides se devem: a) diferentes padrões de hidroxilação no anel B (figura 
2); b) duplas ligações entre C-2 e C-3, e grupo ceto em C-4 Os autores salientaram 
ainda que a presença de grupos metóxi atenuam os efeitos antioxidantes destes 
compostos e que existiria a necessidade de grupos hidroxila no anel A, além daquelas 
do anel B, para que os compostos pudessem exercer esta atividade. A hispidulina (5, 7,
3
O
FONTE: BRAVO (1998).
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4’ trihidroxi-6 metóxi flavona) e a eupafolina (5, 7, 3’,4’ tetrahidroxi-6 metóxi 
flavona) flavonas objeto de estudo deste trabalho, possuem também algumas destas 
características estruturais. Cada um destes critérios estruturais será discutido em 
maiores detalhes a seguir.
1.3.1 Grupamentos Hidroxila
Em termos de atividade antioxidante, o número e o arranjo espacial dos 
substituintes hidroxila são fatores até mais importantes do que o núcleo básico de cada 
classe de flavonóide (HEIM et al., 2002; CAO et al., 1997; OKAWA et al., 2001). 
Quanto a este aspecto, o padrão de hidroxilação no anel B parece ser importante na 
atividade seqüestradora tanto de espécies reativas de oxigênio quanto de nitrogênio 
(BURDA & OLESZEK, 2001; HAENEN et al. ', 1997). Os grupamentos hidroxila do 
anel B podem doar um átomo de hidrogênio aos radicais hidroxil, peroxil e 
peroxinitrito, estabilizando-os e formando os radicais flavonóides fenoxil, que são 
mais estáveis, conforme anteriormente indicado nas equações 1 e 2. Têm-se observado 
que esta capacidade de reagir com radicais livres é diretamente proporcional ao 
número de grupamentos hidroxila no anel B (CAO et al.; 1997).
Entre as posições das substituições no anel B, as hidroxilas nas posições 3’e 4’ 
formando o anel catecol, são apontadas como necessárias para os efeitos observados 
em diversas classes de flavonóides (MORA et al.; 1990) uma vez que conferem maior 
grau de estabilidade aos radicais fenoxil dos flavonóides devido à participação na 
deslocalização de elétrons, sendo fator determinante do potencial de atividade 
antioxidante (ARORA et al.; 1998). A oxidação de um flavonóide ocorre quando no 
anel B a estrutura catecol está presente (van ACKER et al. ; 1996) gerando um radical 
o-semiquinona bastante estável, através de uma facilitada delocalização de elétrons, 
sendo fator determinante do potencial de atividade antioxidante (ARORA et al.; 
1998).
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Em concordância com as afirmações anteriormente citadas, MIURA et al (2002) 
observaram, através de diferentes métodos de avaliação da capacidade antioxidante, 
que a luteolina, o-metil-luteolina e eupafolina, todas possuindo grupamentos o- 
dihidroxi no anel B (anel catecol), exibem atividades antioxidantes comparáveis 
àquelas dos conhecidos agentes redutores BHT, ácido ascórbico e a-tocoferol. Ainda, 
van ACKER et al (1996) observaram que a habilidade da luteolina (5,7,3’,4’-OH) em 
seqüestrar o radical peroxil é muito superior à do kaempferol (3,5,7,4’-OH), as quais 
possuem o mesmo número de grupos hidroxila, mas no kaempferol o anel catecol está 
ausente.
PANALLA et al (2001) ao avaliarem a cinética da capacidade seqüestradora de 
ABTS(+) (modelo cátion radical estável) por flavonóides, verificaram também que 
compostos com estrutura catecol apresentaram maior atividade que os monofenóis, 
enquanto os flavonóides não substituídos neste anel não reagiram.
Outro critério estrutural apontado como importante no que diz respeito à 
hidroxilação é a presença de substituições na posição 3 do anel C, que pode estar 
aberto ou fechado; as chalconas, que possuem o heterociclo aberto e são consideradas 
antioxidantes ativas (HEIM et a l, 2002). Independente de estar aberto ou fechado 
(HEIM et a l, 2002), o anel C é bastante importante na molécula, pois além de permitir 
a conjugação entre os anéis A e B, a presença da OH em C-3, aliada à presença do 
grupo 3’4’catecol potencializa muito o efeito antioxidante da molécula (HAENEN et 
al.\ 1997). Flavonóides que possuem duplas ligações entre C-2 e C-3 e grupamento 
OH livre nestas posições são moléculas planares, enquanto que as moléculas onde este 
grupo é ausente são fracamente torcidas e sua atividade seqüestradora de radicais 
livres é comprometida. Fato porque a planaridade permite conjugação, distribuição de 
elétrons e consequentemente aumenta a estabilização do radical fenoxil do flavonóide 
(BORS et al. ', 1990). Acredita-se ainda, que os grupamentos hidroxila do anel B 
formem ligações de hidrogênio com a hidroxila em posição 3 do anel C, alinhando os 
anéis A, B e C. Eliminando-se estas pontes de hidrogênio a molécula reduz seu ângulo
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de torsão no anel B, comprometendo a capacidade de delocalização dos elétrons 
(RICE-EVANS et al.; 1996; van ACKER et al.; 1996).
A capacidade aumentada da quercetina em inibir danos oxidativos causados ou 
não por metais é em parte atribuída a sua substituição 3-OH (RATTY & DAS, 1988; 
ARORA et al., 1998). A substituição da hidroxila nesta posição por um grupamento 
metil ou glicosil é capaz de abolir completamente a atividade da quercetina e 
kaempferol em relação à inibição da oxidação do ácido linoléico (BURDA & 
OLESZEK, 2001).
Embora a grande parte dos estudos relacionando a estrutura com a atividade dos 
flavonóides apontem a necessidade do grupo catecol no anel B e de hidroxila em C-3 
no anel C para boa atividade antioxidante, em alguns deles ao lado destas 
características estruturais, é destacada a importância de hidroxilas em outras posições e 
em outros anéis.
YUTING et al. (1990), verificaram que rutina e quercetina (que também possuem 
anel catecol), foram as mais efetivas seqüestradoras de ânions superóxido, entretanto 
neste mesmo estudo os compostos flavonóides mais potentes inibidores da 
lipoperoxidação avaliada pelo método do ácido tiobarbitúrico, apresentavam dois 
grupos fenóis com hidroxilas em outras posições, entre eles a hispidulina (OH em 
posição 4’ no anel B e 5 e 7 no anel A) e a morina, que possui hidroxila nas posições 
2’ e 4’no anel B.
Verificou-se boa correlação entre a capacidade de seqüestrar peroxinitrito e 
presença do grupo catecol no anel B (HAENEN et al., 1997), observados nos flavonóis 
quercetina, rutina e monohidroxietilrutosídeo, entretanto, a presença de três grupos 
hidroxila nos anéis A e C, nas posições 3, 5 e 7 observados na galanina, trihidroxietil e 
quercetina surtiram efeitos semelhantes (HEIJNEN et al.; 2001). DAS & DEREIRA 
(1990) propõem que o grupo hidroxila nas posições 3 e 7 contribuem para atividade 
antioxidante aumentada em relação à localização deste grupo nas posições 5 ou 8.
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COTELLE et al. (1996) sugerem ainda que compostos 7 hidroxiflavonas são potentes 
inibidores da xantina oxidase, que está implicada na geração de espécies reativas de 
oxigênio.
Embora no estudo de COTELLE et al. (1992) a estrutura pirogalol da mirecitina, 
que possui grupos hidroxila nas posições 3’,4’ e 5’ no anel B, tenha favorecido a 
atividade seqüestradora de radicais livres, os próprios autores apontam que esta 
estrutura é usada para formar ânions superóxido. Portanto, compostos flavonóides com 
estrutura pirogalol são propensos a serem bons pró-oxidantes (van ACKER et al.,
1996).
1.3.2 Duplas Ligações entre C-2 e C-3 e Grupo Ceto em C-4
Estas características estruturais estão presentes em apenas algumas classes de 
flavonóides, entretanto, as flavonas à qual pertencem a hispidulina e eupafolina, 
possuem tanto a dupla ligação entre C-2 e C-3, quanto o grupo ceto em C-4.
Em relação à presença de duplas ligações entre C-2 e C-3, acredita-se que a 
saturação desta ligação reduza a capacidade antioxidante da molécula (ARORA et al., 
1998; BORS et al., 1990). RAPTA et al. (1995), ao estudarem as propriedades redox 
de vários flavonóides presentes no própolis, concluíram que os potenciais de oxidação 
destes compostos foram bastante influenciados pela presença da dupla ligação entre 
C-2 e C-3. BURDA & OLESZEK (2001), encontraram boa correlação entre a presença 
de duplas ligações entre C-2 e C-3 e atividade antioxidante, verificada através de 
reatividade com solução de DPPH.
van ACKER et a i, (1996) verificaram que a quercetina mostrou-se extremamente 
ativa como seqüestradora de radicais livres, efeito atribuído à combinação de estrutura 
catecol com dupla ligação entre C-2 e C-3 Além disso, estudos comparativos quanto à 
capacidade de inibir a lipoperoxidação não enzimática em mitocôndrias de cérebro de
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rato entre a taxifolina (3,5,7,3’,4’-OH flavonona) e a quercetina, que possuem idêntico 
padrão de hidroxilação nos anéis A, B e C, mostraram que se os outros requisitos 
estruturais estão totalmente preenchidos, as duplas ligações entre C-2 e C-3 distinguem 
o melhor antioxidante, pois em tais estudos a quercetina, que também possui este 
requisito estrutural, sempre se mostrou mais ativa em relação à taxifolina, que não o 
possui (RATTY & DAS; 1988). Neste mesmo estudo, RATTY & DAS (1988), 
observaram que além dos critérios estruturais anteriormente discutidos, o grupo ceto 
em C-4 estava presente nas moléculas mais efetivas contra a lipoperoxidação.
E importante ressaltar que apesar da quercetina apresentar grande capacidade de
%
seqüestrar radicais livres, como mencionado anteriormente, este flavonol também 
possui efeitos carcinogênicos, sendo capaz de danificar o DNA via produção de H20 2 
resultando em apoptose ou mutações (YAMASHITA & KAWANISHI, 2000) e de 
inibir enzimas da cadeia respiratória (HODNICK et al.; 1987).
1.3.3 Grupamentos Metoxila
As diferenças na atividade antioxidante entre flavonóides polihidroxilados e 
polimetoxilados são devido às diferenças na hidrofobicidade e planaridade da 
molécula (HEIM et al. ; 2002). Neste sentido, substituições de hidroxilas por grupos 
metoxil no anel B são particularmente importantes na interferência sobre a atividade 
antioxidante, especialmente quando obstruem a formação do anel catecol, pois a troca 
de substituintes 6’-OH/4’-OMe por 6’-MeO/4’-OH é capaz de extinguir 
completamente a reatividade de moléculas com o DPPH (MATHIESEN et al. ; 1997).
Metoxilas múltiplas no anel A também são capazes de reverter o efeito positivo 
da estrutura catecol no anel B, como a inibição da formação dos produtos do 
malondialdeído (MDA) que não ocorre com flavonóides que possuem dois ou três 
grupamentos O-Me no anel A (MORA et al. ; 1990).
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Entretanto, ABDALLA et al. (1988) salienta que metilações múltiplas nas 
hidroxilas em sustentação à boa atividade protetora contra lipoperoxidação, reduzem o 
efeito dos flavonóides na respiração mitocondrial, consequentemente aumentando o 
potencial farmacológico destes compostos contra processos patológicos relacionados 
ao estresse oxidativo.
Destaca-se portanto, que a hispidulina, o flavonóide que é objeto de estudo neste 
trabalho possui: a) dupla ligações entre C-2 e C-3, b) grupo ceto em C-4 e c) hidroxila 
4' no anel B e em posições 5 e 7 no anel A e d) um único grupamento metóxi em C-6 
no anel A, tomando importante o estudo de sua capacidade de estar envolvida em 
reações de óxido-redução e ainda de promover inibições enzimáticas envolvidas com a 
cadeia respiratória mitocondrial, como será observado a seguir. A eupafolina, 
flavonóide que foi utilizado em parte deste estudo a título de comparação com os 
efeitos antioxidantes da hispidulina, além das características estruturais acima 
apontadas, ainda possui o anel catecol (hidroxilas nas posições 3’e 4’ no anel B), item 
de unânime importância quando se trata de efeitos biológicos e antioxidantes.
Correlações entre estrutura química e atividade também têm sido estabelecidas 
para estudos com mitocôndrias, e muitos dos requisitos estruturais anteriormente 
descritos para atividade seqüestradora de radicais livres também são necessários para 
interferência sobre parâmetros respiratórios relacionados a este modelo experimental, 
como será descrito a seguir.
1.3.4 Características Estruturais dos Flavonóides e sua Relação com Efeitos em 
Preparações Mitocondriais
No que diz respeito ao número e posição dos grupamentos hidroxila dos 
flavonóides, coloca-se a importância de substituições polihidroxila nos anéis A e B, 
sendo necessária a presença de pelo menos 3 grupos hidroxila livres para inibição in 
vitro da lipoperoxidação não enzimática (RATTY & DAS, 1988). Contudo, SANTOS
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et al (1998) destacam que mais do que dois grupos hidroxila podem reduzir a natureza 
lipofílica das moléculas, afetando sua propriedade molecular associada com o 
desacoplamento da respiração mitocondrial. COLEM AN et a l, (1984) sugerem que o 
grupo hidroxila na posição 3' é necessário para inibição da velocidade respiratória no 
estado III, substituição observada como importante também para inibição das 
atividades da NADH oxidase de mitocôndria de coração de rato e succinato oxidase de 
mitocôndria de fígado de rato (HODNICK et al, 1987; BOHMONT et al, 1987), além 
de substituições em posições 3’, 4’ e 5’ no anel B, formando estruturas pirogalol ou 
catecol (BOHMONT et al; 1987). SANTOS et al (1998), sugerem que para o efeito 
desacoplador da respiração e sobre a síntese de ATP parecem ser necessárias 
substituições OH nas posições 5 e 7, como no caso da pinocembrina e 3-o-acil- 
pinobacsina, substituições que para estes autores podem conferir poder de remoção de 
elétrons, já RAVANEL (1986), observou que hidroxilas nas posições 7 e 4’ foram 
necessárias à boa atividade desacopladora em mitocôndrias de vegetais.
Também tem sido apontada a importância da dupla ligação entre C-2 e C-3 para 
inibição das enzimas mitocondriais NADH oxidase e succinato oxidase (HODNICK et 
al, 1987; BOHMONT et al, 1987), bem como para potente inibição in vitro da 
peroxidação lipídica não enzimática em mitocôndrias de cérebro de rato (RATTY & 
DAS, 1988).
O grupo ceto em C-4 estava presente nas moléculas inibidoras das atividades 
enzimáticas da NADH oxidase e succinato oxidase mitocondriais (HODNICK et al ; 
1987) e inibidoras da lipoperoxidação (RATTY & DAS, 1988).
Além disso, a efetividade da proteção dos flavonóides contra lipoperoxidação 
parece depender da presença de grupamentos hidroquinona nos anéis A ou B e 
características de hidrofobicidade da molécula (MIYAHARA et a l, 1993), o que 
interfere na sua orientação nas biomembranas, e consequentemente nos coeficientes de 
partição na fase lipídica (SANTOS et al, 1988).
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1.4 HISPIDULINA
A hispidulina (5, 7, 4’-trihidroxi-6metóxiflavona) (figura 3), também
denominada de dinatina, pertence à classe das flavonas (núcleo básico na figura IA) 
sendo um flavonóide encontrado em muitas plantas, podendo-se citar: Digitalis lemata 
(DOHERTY et al.; 1963), que segundo HAZEKAMP et al. (2001) é planta da qual 
consta o primeiro relato de isolamento da hispidulina; Chenopodium botrys (De- 
PASCUAL et al., 1981) da família Chenopodiaceae; da família Verbenaceae, 
Clerodendrum indicum L. (SANZ et al., 1994), Clerodendrumpetasites (HAZEKAMP 
et al., 2001) e Lippia citriodora (Lemon verbena) (VALENTÃO et al.; 1999), cujas 
folhas são usadas industrialmente como aromatizante de bebidas ou na medicina 
popular como infusos para fins antiespasmódicos, antipiréticos e para distúrbios 
gástricos; Salvia plebeia (WENG et al., 1998) da família Labiataceae; Millingtonia 
hortensis L. (CHULASIRI, et al., 1992) da família Bignoniaceae; Eriodictyon 
californicum (LIU et a i, 1992) da família Hydrophyllaceae; íris pseudacorus 
(HANAWA et al., 1991) da família Iridaceae; entre outras.
FIGURA 3: ESTRUTURA QUÍMICA DA HISPIDULINA
FONTE: FREHSE, 1999.
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Para este estudo, a hispidulina foi extraída das folhas da planta Eupatorium 
littorale Cabrera (FREHSE, 1999; OLIVEIRA et al , 2001). O gênero Eupatorium 
pertence à família Asteraceae (HARBORNE, 1967). Esta família consiste de mais de 
1.100 gêneros e possivelmente mais de 20.000 espécies, de distribuição cosmopolita, 
melhor representado em regiões temperadas ou subtropicais Devido ao grande número 
de espécies deste gênero e sua importância quanto à presença de metabólitos especiais 
de várias classes, principalmente lactonas sesquisterpênicas e flavonóides, várias 
publicações envolvendo estas plantas estão disponíveis (CRONQUIST, 1981). Dentre 
as plantas que fazem parte desta família, em várias delas foi encontrada a hispidulina, 
podendo-se citar: Geigeria aspera (COLEMAN et al., 1984); Arnica montana L. 
(BOURDILLAT et a l, 1988) Balduina angustifolia (LEE et al., 1972); Sausssurea 
stella (YUTING et a l, 1990); Achillea ageratum (VIEIRA et a l, 1999); Tithonia 
diversifolia (PEREIRA et a l, 1997); Picnomon acama; (LASKARIS et a l, 1995); 
Centaurea nervosa e Centaurea phrygia (CHRISTENSEN & LAM, 1991); Ratibida 
latipalearis (ROJAS et al, 1991); Baccharis gaudichadiana (FULLAS. et a l, 1994); 
Baccharis magellanica (CORDANO et a l, 1982 ); Baccharis trimera (SOICKE et al, 
1987; NAGASUGI, 1998), conhecida popularmente no Brasil como carqueja, sendo 
suas folhas bastante usadas em infusões com uso medicinal para problemas renais e 
hepáticos, entre outros. A espécie Eupatorium littorale, da qual foi extraída a 
hispidulina para este estudo, é uma planta nativa de crescimento espontâneo da região 
do município de Piraquara-PR, próximo à Serra do Mar, sendo um arbusto ramoso de 
um metro de altura com talos arredondados, aveludado, pubescente e densamente 
folhados até a inflorescência (CABRERA, 1959). Várias espécies de Eupatorium 
constavam da lista dos 59 remédios utilizados pelos índios norte-americanos na época 
da colonização (HARBONE et al; 1967).
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1.4.1 Atividades Biológicas da Hispidulina
KUPCHAN (1969) observou que a hispidulina extraída de Eupatorium 
cuneifolium apresenta uma IC50 de 22 unidades em células cultivadas de carcinoma 
humano de nasofaringe, em ensaios feitos no Centro Nacional de Serviço de 
Quimioterapia do Câncer dos Estados Unidos (CCNSC). LIU et al. (1985) também 
verificaram a atividade antineoplásica deste flavonóide utilizando células SI80 de 
ratos e em cultura de hepatócitos.
A helenalina é um composto extraído do gênero Arnica que possui a capacidade 
de se ligar a grupos tióis e inibir várias enzimas que possuem este grupamento, 
exercendo assim efeitos citotóxicos. WOERDENBAG et al. (1995) testaram a 
capacidade de diversas flavonas e flavonóis também extraídos do gênero Arnica em 
reduzir a citotoxicidade induzida por helenalina em células de carcinoma humano de 
pulmão. Os autores verificaram que entre os compostos testados, aqueles que 
possuíam grupamento metóxi na posição 6 foram os moduladores mais efetivos da 
atividade deste composto, sendo que a hispidulina exerceu tais efeitos numa ampla 
faixa de concentração (1, 5 e 10 pmol.l'1), sendo capaz de aumentar o IC50 da 
helenalina em até cerca de 142%.
Demonstrou-se também sua capacidade antioxidante in vivo pela inibição da 
hepatotoxicidade causada por bromobenzeno, sendo capaz de neutralizar os efeitos da 
depleção de glutationa, uma vez que a hispidulina (150 mg/Kg) apresentou atividade 
semelhante à da N-acetilcisteína (150 mg/Kg), composto referência como antídoto 
contra injúria hepática e lipoperoxidação (FERRANDIZ et al., 1994; SANZ et al., 
1994). A hispidulina apresentou também efeitos inibitórios dose dependentes na 
peroxidação lipídica utilizando homogenato de fígado de rato apresentando IC50 de 
64 pmol.r1, entretanto neste mesmo trabalho verificou-se que a hispidulina é um fraco 
seqüestrador de ânion superóxido (YUTING et al., 1990). Ainda como agente 
hepatoprotetor, SOICKE et al. (1987), demonstraram que entre todos os flavonóides 
presentes na planta medicinal carqueja (Baccharis trimera) a hispidulina (10 e 50
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mg/Kg) foi a única molécula, que isoladamente, foi capaz de reverter os efeitos da 
intoxicação hepática causada por (3,4 mg/Kg), o que segundo os autores, indica que a 
hispidulina provavelmente seja a molécula responsável pelos efeitos benéficos 
observados quando da ingestão de um infuso desta planta, uma vez que apesar do 
possível efeito sinérgico entre todos os componentes, nem o extrato bruto nem uma 
fração concentrada com os demais flavonóides demonstraram efeitos tão potentes 
quanto a hispidulina isoladamente.
Por outro lado, SANZ et al., (1994) verificaram a atividade pró-oxidante da 
hispidulina, pela capacidade de estimular a degradação de desoxirribose num sistema 
contendo Fe+3-EDTA na presença de H20 2.
Além dos efeitos antioxidantes apontados, a hispidulina também vem sendo 
utilizada pela sua atividade broncodilatadora, sendo o infuso de Millingtonia hortensis, 
planta da qual a hispidulina pode ser extraída, usada na Tailândia pela medicina 
popular no tratamento de tuberculose, asma e sinusite (ANULAKANAPAKORN et 
al., 1987). A fim de verificar se este costume popular têm algum fundamento 
científico, o efeito da hispidulina em musculatura lisa de traquéia foi estudado por 
alguns autores. ABDALLA et al. (1988) observaram que a hispidulina inibe de forma 
dose-dependente contrações musculares induzidas por agonistas na ausência de Ca 
extracelular, havendo indícios de que tal inibição ocorre devido à sua ligação a
4-9proteínas que regulam o Ca intracelular, como a calmodulina, impedindo que este 
íon se ligue a tais proteínas, o que resulta na inibição da força de contração. Os 
resultados obtidos por estes mesmos autores indicam que a hispidulina (I50= 9 pg/ml) 
se mostrou mais potente que a aminofilina (Iso= 26 pg/ml), droga bastante utilizada no 
tratamento da asma. Em concordância com o trabalho anteriormente citado, 
HAZEKAMP et al. (2001), também sugerem que a hispidulina extraída de 
Clerodendrum petasites possa ser útil para tratar asma, pois o extrato desta planta, de 
forma dose-dependente, causou relaxamento do músculo da traquéia frente a contração 
estimulada por histamina A, especialmente a porção do extrato onde havia predomínio
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de hispidulina, sugerindo ainda que estes efeitos ocorrem através de mecanismo de 
ação diferentes das drogas convencionalmente utilizadas para tratar esta doença.
Além de todos os efeitos biológicos já citados, a hispidulina possui ainda 
a) efeito antiateromatoso quando administrada oralmente a ratos (SYROV et al; 
1985); b) efeito inibidor da agregação plaquetária por aumentar os níveis de AMPc nas 
plaquetas (BOURDILLAT; 1988) e c) propriedades antifüngicas (TAN R. X. et 
al.; 1999).
Quanto aos efeitos sobre o metabolismo mitocondrial, COLEMAN et al., (1984) 
sugeriram que a hispidulina promove o desacoplamento da fosforilação oxidativa, 
entretanto o autor analisou somente a velocidade respiratória do estado III e a relação 
ADP/O, com uma única dose do flavonóide (50 pmol.l1), onde observou-se um 
decréscimo na velocidade de consumo de oxigênio no estado III de 14% e 10% e 
redução e sobre a razão ADP:0 de 4 e 6,25%, utilizando como substratos oxidáveis 
glutamato e succinato respectivamente, sem entretanto determinar os efeitos deste 
flavonóide sobre a atividade das enzimas da cadeia respiratória, sobre a membrana e 
demais parâmetros respiratórios relacionados ao metabolismo mitocondrial. Contudo, 
o autor sugere que o grupo hidroxila na posição 3 seria necessário para inibição do 
estado III.
Recentemente, ROCHA (2000)1 verificou os efeitos da hispidulina nas doses de 
0,05; 0,075; 0,1; 0,15 e 0,2 mmol.f1 através de análises polarográficas, utilizando 
mitocôndrias isoladas de fígado de rato. As tabelas 1 e 2 resumem os resultados dos 
efeitos da hispidulina sobre os seguintes parâmetros respiratórios: velocidade de 
consumo de oxigênio na presença de ADP (estado III) e após o consumo de ADP 
(estado IV); coeficiente de controle respiratório (CCR) e a razão ADP/O cujos 
resultados nortearam os experimentos que realizamos na seqüência.
1 Comunicação pessoal do autor (2000).
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Observa-se um decréscimo estatisticamente significativo na velocidade 
respiratória do estado III, de aproximadamente 15 % e 25 % com as doses iniciais 
(0,05, 0,075 e 0,1 mmol.l'1) passando para 33% e 42% nas doses de 0,15 e 0,2 mmol.l'1 
respectivamente, quando glutamato foi utilizado como substrato oxidável. Entretanto, 
quando foi utilizado succinato como substrato oxidável observou-se inibição 
estatisticamente significativa de cerca de 1% % com as doses iniciais (0,05, 0,075 e 
0,1 mmoü'1), atingindo ao máximo aproximadamente 26% e 27% de inibição com as 
doses de 0,15 e 0,2 mmol.l1.
Já em relação à velocidade respiratória no estado IV, observa-se um estímulo 
estatisticamente significativo de 30% e 65%, para as doses de 0,15 e 0,2 mmol.l'1 
respectivamente, com glutamato como substrato e quando utilizou-se succinato, 
obteve-se estímulo estatisticamente significativo da ordem de 50% com as doses de 
0,075, 0,1, 0,15 e de cerca de 65% com a dose de 0,2 mmol.l'1.
Como conseqüência da inibição da velocidade respiratória no estado III e 
estímulo da velocidade respiratória no estado IV da respiração mitocondrial, verifica- 
se uma diminuição dose dependente estatisticamente significativa nos valores do 
coeficiente de controle respiratório (CCR), com todas as doses de hispidulina testadas, 
com ambos os substratos, atingindo até 60% de inibição com a dose máxima utilizada 
(0,2 mmol.l'1).
Em relação à razão ADP/O, pode-se verificar uma diminuição estatisticamente 
significativa de aproximadamente 15% e 30% pela hispidulina (0,15 e 0,20 mmol.l1, 
respectivamente), quando utilizou-se o glutamato como substrato e com as doses de 
0,1, 0,15 e 0,20 mmol.l1 a hispidulina reduziu cerca de 18%, 23% e 40% 
respectivamente, os valores desta razão quando foi utilizado o succinato como 
substrato oxidável.
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TABELA 1- EFEITOS DA HISPIDULINA SOBRE OS PARÂMETROS 
RESPIRATÓRIOS UTILIZANDO GLUTAMATO DE SÓDIO 
COMO SUBSTRATO OXIDÁVEL.
HISPIDULINA
(mmol.r1)
Velocidade 
Respiratória no 
Estado III (%)
Velocidade 
Respiratória no 
Estado IV (%)
CCR ADP: O
0,05 82,79 ± 9,66* 101,41 ± 11 84,26 ± 12,17* 120,46 ± 24,75
0,075 84,43 ± 5,75* 111,64 ± 10,51 77,98 ±7,31* 102,51 ± 14,9
0,10 75,81 ±7,96* 107,74 ± 9,78 69,76 ± 9,49* 101,36 ±9,88
0,15 67,90 ± 8,42* 131,9 ±9,4 * 52,53 ±9,53* 85,94 ± 12,12*
0,20 58,12 ±9,09* 165,15 ±3,1 * 38,6 ± 7,42* 69,33 ± 16,12*
FONTE: ROCH[A, 20001
Sistema de Reação em volume final de 1,3 ml: D-manitol 125 mmol.l'1, KC1 65 mmol.l'1, tampão 
Hepes 10 mmoU'(pH 7,2), BSA 0,lg%, glutamato de sódio 5 mmol.l'1, Pi 1,6 mmol.l'1, ADP 
0,16 mmol.l'1 e 2 mg de proteína mitocondrial. Os resultados representam a média das triplicatas de 6 
experimentos independentes realizados à temperatura de 28°C. Os resultados estão expressos em 
porcentagem relativas ao controle (100%) que equivale a 58,36 nanoátomos de oxigênio.min'1 mg'1 
proteína mitocondrial no estado 3; 12,4 nanoátomos de oxigênio.min'1 mg'1 proteína mitocondrial no 
estado IV; 3,17 nanoátomos de oxigênio.min"1 mg"1 proteína mitocondrial na razão ADP:0, e CCR de 
4,9 em 1,3 ml de meio.
* Valores estatisticamente significativos relativos ao controle (100%) -  p < 0,05.
TABELA 2- EFEITOS DA HISPIDULINA SOBRE OS PARÂMETROS 
RESPIRATÓRIOS UTILIZANDO SUCCINATO DE POTÁSSIO 
COMO SUBSTRATO OXIDÁVEL.
HISPIDULINA
(mmol.r1)
Velocidade 
Respiratória no 
Estado III (%)
Velocidade 
Respiratória no 
Estado IV (%)
CCR ADP: O
0,05 85,5 ± 5,76* 125,74 ± 9,45 67,35 ± 10,86* 93,82 ± 4,82
0,075 86,95 ± 6,88* 147,42 ± 11,6* 60,15 ±5,5* 93,43 ± 4,87
0,10 86,11 ±5,64* 155,88 ± 22,6* 63,15 ± 1,82* 82,21 ± 10,05*
0,15 74,82 ± 7,08* 153,38 ± 1,92 * 54,5 ± 9,08* 77,72 ± 9,43*
0,20 73,53 ± 11,96* 165,5 ± 1,64 * 41,37 ±4,6* 60,42 ± 6,44*
FONTE: ROCH[A, 20001
Sistema de Reação em volume final de 1,3 ml: D-manitol 125 mmol.l'1, KC1 65 mmol.l'1, tampão 
Hepes 10 mmol l'(pH 7,2), BSA 0,lg%, succinato de potássio 3 mmol.l'1, Pi 0,8 mmol.l'1, ADP 
0,08 mmol.l'1 rotenona lpmol.l'1 e 0,5 mg de proteína mitocondrial. Os resultados representam a 
média das triplicatas de 5 experimentos independentes realizados à temperatura de 28°C. Os resultados 
estão expressos em porcentagem relativas ao controle (100%) que equivale a 135,4 nanoátomos de 
oxigênio.min'1 mg'1 proteína mitocondrial no estado 3; 31,84 nanoátomos de oxigênio.min'1 mg'1 
proteína mitocondrial no estado IV; 1,17 nanoátomos de oxigênio.min'1 mg'1 proteína mitocondrial na 
razão ADP:0, e CCR de 4,3 em 1,3 ml de meio.
* Valores estatisticamente significativos relativos ao controle (100%) -  p < 0,05.
1 Comunicação pessoal do autor (2000).
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1.5 EUPAFOLINA
A eupafolina (5, 7, 3’,4’ tetrahidroxi-6 metóxi flavona) (figura 4), também 
conhecida como nepetina, assim como a hispidulina, é pertencente à classe das 
flavonas (núcleo básico na figura IA). Como pode ser observado, a eupafolina se 
distingue da hispidulina por possuir uma hidroxila a mais na posição 3’ do anel B, em 
posição orto em relação à hidroxila em 4’, formando um anel catecol.
FIGURA 4: ESTRUTURA QUÍMICA DA EUPAFOLINA
Para o presente estudo, a eupafolina também foi extraída da planta Eupatorium 
litíorale (FREHSE, 1999; OLIVEIRA et al. , 2001). A eupafolina também pode ser 
encontrada em várias outras plantas, muitas das quais onde há também a ocorrência da 
hispidulina, podendo-se citar: Salvia lavandulifolia (CANIGUERAL et al., 1989), 
cujas folhas são usadas como condimento, além de usos na medicina popular como 
cicatrizante e hipoglicemiante; Salvia offwinalis (MIURA et al., 2002), Artemisia 
vulgaris (SANG et al., 1999, 2000), cujas folhas são amplamente utilizadas na 
culinária asiática; Centaurea chilensis (NEGRETE et al.; 1988); Centaurea 
phyllocephala (TWAIJ et al., 1983) usada na medicina popular como “agente 
antidiabético”, Lippia citriodora (Lemon verbena) (VALENTÃO et al. ; 1999), cujas 
folhas são usadas industrialmente como aromatizante de bebidas ou na medicina 
popular como infusos para fins antiespasmódicos, antipiréticos e para distúrbios 
gástricos; Salvia Artemisia giraldii (TAN et al., 1999); Baccharis trimera less
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(SOICKE H. et al., 1987), a carqueja; Eupatorium cannabium L. (ELEMA et al., 
1989), entre outras.
1.5.1 Atividades Biológicas da Eupafolina
Podem ser considerados um tanto escassos os relatos dos efeitos biológicos da 
eupafolina na literatura, porém, a grande maioria dos estudos apontam resultados que 
indicam que esta é uma molécula extremamente reativa sob diferentes aspectos, fato 
que é esperado devido à configuração dos seus grupamentos hidroxila no anel B. 
Alguns destes efeitos serão descritos a seguir.
SANG et al. (1999, 2000) observaram que a eupafolina é capaz de inibir a 
monoaminooxidase (MAO) com I50 de 25 gmol l'1 e também demonstraram sua 
atividade antioxidante através da inibição da lipoperoxidação com valores de I50 de 
1 pmol.r1. MIURA et al. (2002) relatam que a eupafolina possui atividade 
antioxidante comparável à do a-tocoferol avaliada pelo método do índice de 
estabilidade do óleo e também através da sua reatividade com o radical livre estável 
DPPH através de método espectrofotométrico, ensaio que também foi realizado no 
presente estudo com esta flavona, com a finalidade de compará-los com os resultados 
obtidos com a hispidulina.
KUPCHAN (1969) verificou que a eupafolina extraída de Eupatorium 
cuneifolium apresenta IC50 de 18 unidades em células cultivadas de carcinoma humano 
de nasofaringe, em ensaios feitos pelo Centro Nacional de Serviço de Quimioterapia 
do Câncer dos Estados Unidos (CCNSC).
SANZ et al., (1994) verificaram que entre uma série de fiavonóides testados, a 
eupafolina foi o composto mais potente contra lipoperoxidação enzimática e não
4-9enzimática num sistema contendo Fe -  ascorbato, com I50 de aproximadamente
8 [imol.r1. Neste mesmo estudo, assim como anteriormente relatado para a hispidulina,
31
demonstrou-se também sua capacidade antioxidante in vivo pela inibição da 
hepatotoxicidade causada por bromobenzeno, sendo capaz de neutralizar os efeitos da 
depleção de glutationa, uma vez que a eupafolina apresentou atividade semelhante à da 
N-acetilcisteína, composto referência como antídoto contra injúria hepática e 
lipoperoxidação, observou-se também sua capacidade de inibir a xantina oxidase com 
I50 de aproximadamente 12,5 pmol.l'1 , sendo que este último efeito não é exercido 
pela hispidulina, conforme indicam os resultados do autor (SANZ et al.; 1994).
Em relação aos efeitos sobre o metabolismo mitocondrial, COLEMAN et al., 
(1984) relataram que a eupafolina promove desacoplamento da fosforilação oxidativa, 
porém, assim como para a hispidulina, foram verificados somente a velocidade 
respiratória do estado III e a relação ADP/O utilizando como substratos glutamato e 
succinato, com apenas uma dose do flavonóide (40 pmol.f1), onde observou-se um 
decréscimo na velocidade de consumo de oxigênio no estado III de 45% e 14% e 
redução de 33% e 13,3% sobre a razão ADP:0, sem determinar os efeitos deste 
flavonóide sobre a atividade das enzimas da cadeia respiratória, sobre membranas e 
demais parâmetros respiratórios relacionados ao metabolismo mitocondrial.
Ainda sobre os parâmetros mitocondriais, HODNICK et al. (1986, 1987), 
verificaram efeitos de vários flavonóides sobre as atividades enzimáticas da NADH- 
oxidase e succinato oxidase, entre eles encontra-se a luteolina como um dos compostos 
mais potentes, apresentando valores de I50 para atividade de ambas as enzimas na faixa 
de nanomolar. A luteolina também é uma flavona, e apresenta o mesmo padrão de 
hidroxilação da eupafolina nos anéis A e C, diferindo desta apenas pelo grupo metóxi 
em C-6 do anel B, sendo esta última característica estrutural menos importante sobre a 
atividade do composto. Como os efeitos da luteolina foram atribuídos à presença do 
grupo catecol no anel B e duplas ligações entre C-2 e C-3 , também presentes na 
eupafolina, poderia ser sugerida a possibilidade desta molécula ter efeito similar.
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1.6 EFEITOS DO EXTRATO BRUTO METANÓLICO E DA MISTURA 
HISPIDULINA:EUPAFOLINA (1:1) DE Eupatorium litoralle Cabrera 
SOBRE SNC E MUSCULATURA ESQUELÉTICA E LISA NÃO 
VASCULAR
Recentemente HANSAUL et al. (2002) verificaram os efeitos do extrato bruto 
metanólico da Eupatorium litoralle cabrera e/ou da mistura hispidulina:eupafolina 
(1:1) sobre a musculatura esquelética (utilizando músculo sartório intacto de rã), 
sistema nervoso central e musculatura lisa não vascular (utilizando diafragma isolado 
de camundongos Swiss e preparações isoladas de jejuno, íleo e útero de ratas). Os 
autores sugerem que sobre a musculatura esquelética o extrato bruto (1 mg/ml) pode 
agir sobre receptores DHRP ou em canais de liberação de cálcio do retículo 
sarcoplasmático. Com os flavonóides hispidulina:eupafolina (1:1) sugere-se que haja 
inicialmente uma despolarização da membrana (fase fásica) por ação sobre a placa 
motora, seguida de indução da liberação de cálcio do retículo sarcoplasmático (fase 
tônica). No músculo diafragma verificou-se um aumento na amplitude e força de 
contração.
Sobre o SNC o extrato bruto teria provocado um efeito depressor em 
camundongos tratados via oral com 1 mg/Kg sem alterações significativas da resposta 
sobre a coordenação e força muscular avaliada pelos demais testes realizados.
Quanto aos efeitos sobre musculatura lisa não vascular os autores verificaram 
que o extrato bruto possui efeito colinolítico, não envolvendo o bloqueio de canais de 
cálcio tipo L. As doses utilizadas do extrato bruto metanólico foram de 6, 12, 25 e 50 
(ig/ml. Os flavonóides (1:1) também apresentaram atividade colinolítica competitiva 
na concentração de 2,5 (ig/ml e atividade antagonista não competitiva irreversível nas 
concentrações de 0,5, 1,0, e 2,5 pg/ml. Os autores sugeriram o envolvimento de 
mobilização de cálcio ou de sensibilização de cálcio na dependência da ativação da 
proteína G.
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1.7 LIBERAÇÃO DE FERRO DE FERRITINA E PRODUÇÃO DE ESPÉCIES 
REATIVAS DE OXIGÊNIO INDUZIDA POR XENOBIÓTICOS
Existem evidências de que o ferro pode estar envolvido na citotoxicidade de 
muitos compostos que sofrem ciclo redox, incluindo-se na formação de radicais OH*. 
Uma das formas de gerar-se o radical OH* é através da decomposição da H2O2 
dependente de Fe+2, chamada reação de Fenton (Fe+2 + H20 2 ^  Fe+3 +OH*+ OH"), um 
processo importante in vivo, uma vez que o radical hidroxila é uma espécie 
extremamente reativa podendo causar inúmeros tipos de injúrias celulares 
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1990).
Embora o ferro e outros metais de transição potencializem os efeitos deletérios de 
várias moléculas, nos organismos vivos normalmente não há ferro na forma livre 
disponível para reações geradoras de radicais livres, estando quelados com ácidos 
orgânicos como o citrato ou nucleotídios de adenina, ou então ligados em proteínas 
com várias funções, entre elas armazenadora de ferro como a ferritina, ou proteínas de 
transporte deste metal, como a transferrina (HALLIWELL, 1987; PUPPO, 1992).
A ferritina é a principal proteína envolvida no armazenamento do ferro em 
mamíferos, mas também encontrada em outros organismos vivos, como bactérias e 
plantas (HARRISON et al., 1991; HARRISON & AROSIO, 1996). Cada molécula 
consiste da apoproteína externa, composta por 24 subunidades, e de um núcleo mineral 
central de hidróxido férrico associado a fosfato, que quando completamente ocupado 
pode acomodar até 4500 átomos de ferro (WATT et ai; 1985). Neste sentido, a 
ferritina exerce efeito protetor sobre os organismos vivos dos efeitos deletérios do 
ferro enquanto o mantém armazenado no seu núcleo mineral, evitando que este metal 
possa participar de reações geradoras de radicais livres. Entretanto, quando necessário, 
este ferro pode ser facilmente mobilizado. Quando esta mobilização ocorre de forma 
inadequada, como por exemplo por ação de um xenobiótico com capacidade redutora, 
a ferritina será uma possível fonte de ferro, disponibilizando o metal livre para gerar 
espécies reativas de oxigênio através de reações de Fenton, passando a ter uma ação
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pró-oxidante, e não protetora, podendo provocar danos celulares e até carcinogênese, o 
que toma importante o estudo da liberação de ferro da ferritina.
Existem relatos na literatura sobre vários xenobióticos, (V - e algumas 
semiquinonas serem capazes de liberar ferro da ferritina por mecanismo redutor 
(FUNK et al, 1985; MONTEIRO et a l, 1989). Entre as moléculas capazes de liberar 
ferro da ferritina encontramos algumas que possuem na sua estrutura o anel catecol, 
como a 6-hidroxidopamina. Esta molécula sofre oxidação rapidamente na presença de 
metais de transição, podendo gerar semiquinonas e quinonas, juntamente com O2*-, 
H2O2 e OH (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1990). Semiquinonas sob condições 
fisiológicas não parecem reagir com H20 2 para dar OH*. Contudo, muitas delas podem 
reduzir íons metálicos de transição e promover a geração de OH* (HALLIWELL & 
GUTTERIDGE, 1990). Entre os flavonóides estudados neste trabalho encontramos a 
eupafolina que possui na sua estrutura o anel catecol, podendo desta forma 
possivelmente estar envolvida em reações semelhantes às observadas com a 6 
hidroxidopamina, o que verificaremos neste trabalho.
Existem mecanismos distintos que podem ser responsáveis pela indução da 
mobilização de ferro da ferritina, entre eles: a) através da redução do ferro do núcleo 
mineral (CRICHTON et a l, 1975; FUNK et al., 1985; MONTEIRO et al, 1989); b) 
através de alterações na estrutura da apoferritina c) por capacidade de quelar o 
ferro(JONES et al ; 1978).
Sabe-se também que sob condições aeróbias a redução de quinonas é geralmente 
associada com a produção de 0 2*~ e H20 2 (VASANTHA et a l, 1992), gerando-se 
semiquinonas, a partir da oxidação de difenóis pelo radical 0 2*~, em uma reação 
reversível (figura 5). Sendo assim, cabe ainda salientar a importância do estudo dos 
efeitos de compostos fenólicos, entre eles alguns flavonóides, utilizando mitocôndrias 
isoladas como modelo experimental pois, em níveis fisiológicos de oxigênio, tem-se 
sugerido que de 1 a 3% do 0 2 é reduzido para 0 2*~ na mitocôndria em condições 
normais, sendo que a mais importante fonte de O2* in vivo em células aeróbias é a
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cadeia de transporte de elétrons (HALLIWELL & GUTTERJDGE, 1990). 
Considerando a semelhança estrutural entre flavonóides que possuem anel catecol e 
aqueles possuindo grupos difenóis, pode-se sugerir reação semelhante para pelo menos 
um dos compostos em estudo, a eupafolina.
FIGURA 5 -  FORMAÇÃO DE SEMIQUINONAS A PARTIR DA
OXIDAÇÃO DE DIFENÓIS.
FONTE: HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1990
Embora anteriormente tenha sido apontada a possibilidade de moléculas como os 
flavonóides poderem liberar o ferro da ferritina devido à sua semelhança estrutural 
com as quinonas e difenóis, segundo HALLIWELL & GUTTERIDGE (1999), os 
fenóis com dois grupos OH adjacentes, ou estrutura quelante, bem como os 
flavonóides, podem complexar-se a metais de transição (especialmente ferro e cobre) 
diminuindo a atividade destes na geração de radicais livres, o que somado à 
capacidade seqüestradora destes radicais, explica os efeitos antioxidantes de alguns 
flavonóides. Contudo, quando complexado com o metal, os flavonóides tomam-se 
incapazes de reagir com qualquer outra espécie radical, compensando seu efeito 
protetor em relação ao ferro (ARORA et al.; 1998).
PUPPO (1992) demonstrou que os flavonóides possuem tanto a capacidade de 
aumentar quanto de reduzir a formação de radicais hidroxila gerados por ferro quelado 
através de reações de Fenton. Neste estudo, os radicais hidroxila gerados foram 
monitorados de duas maneiras: a) medida colorimétrica da extensão da degradação da 
deoxirribose ou b) através da hidroxilação aromática da fenilalanina, sendo os três 
isômeros de tirosina avaliados por HPLC, e observou-se diferenças nos efeitos das 
moléculas em virtude dos agentes quelantes de ferro utilizados nos sistemas de reação. 
Quando utilizou-se ATP e citrato não se observou aumento na produção de OH* pelos
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flavonóides quercetina e mirecitina, entretanto, quando no sistema de reação o ferro 
estava quelado com EDTA, os mesmos flavonóides que no sistema anterior haviam 
demonstrado efeito protetor passaram a estimular a produção dos radicais OH*. O 
autor sugere que tais diferenças ocorram devido ao grau de facilidade com que estes 
flavonóides podem se oxidar, e, assim, atuar no ciclo redox do ferro, o EDTA altera o 
potencial redox e a solubilidade do ferro, já com quelantes mais fisiológicos como o 
citrato e ATP o autor encontrou indícios de que este ciclo redox não ocorra, o que 
explica a ausência de estímulo na produção de radicais hidroxila. Assim, pode-se 
esperar que in vivo, os efeitos dos flavonóides sejam benéficos, atuando 
principalmente como seqüestradores de radicais livres e não como pró-oxidantes.
Sabe-se que a capacidade de um composto quelar ferro está intimamente 
relacionada ao seu caráter de hidrofobicidade. AFANAS’EV et al.; (1989) 
demonstraram que entre as substâncias capazes de penetrar em células humanas e 
quelar ferro, encontram-se os flavonóides rutina e quercetina. Entretanto a rutina, por 
ser mais hidrosolúvel, mostra-se menos capaz de atingir o interior celular. Já a 
quercetina, pela sua hidrofobicidade, penetra mais facilmente nos eritrócitos, sendo 
capaz de quelar ferro que foi liberado por desferrioxamina, protegendo-os assim dos 
efeitos deletérios provocados por este metal livre, como a lipoperoxidação e 
conseqüente hemólise (FERRALI et al., 1997).
Pode-se ressaltar ainda que os relatos da literatura mostram que alguns 
flavonóides em presença de metais de transição, formam complexos com ferro e cobre, 
o que aumentaria suas propriedades anti-inflamatórias e antioxidantes (AFANAS’EV 
et al., 2001; KOSTIUK et al., 2001).
Portanto, pode-se verificar que dependendo da estrutura química do flavonóide 
ele pode atuar tanto como antioxidante quanto como pró-oxidante na presença de íons 
de metais de transição, colaborando para suas atividades biológicas por diferentes 
mecanismos. Considerando que ainda não são conhecidos detalhes sobre os efeitos do
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envolvimento da hispidulina e da eupafolina com metais de transição nas suas 
propriedades, este foi um dos aspectos abordado neste estudo.
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2. OBJETIVOS
O aumentado número de patologias correlacionadas com a produção de radicais 
livres colocam os flavonóides como substâncias de grande interesse de estudo 
(FRAGA et al, 1987), devido às suas propriedades antioxidantes. Considerando a 
existência de vários trabalhos onde se relacionam a estrutura com atividade biológica 
de inúmeros flavonóides, incluindo a hispidulina e a eupafolina, com destaque especial 
para suas já demonstradas propriedades antioxidantes e antineoplásicas, têm-se neste 
trabalho o interesse de complementar os estudos quanto ao seu mecanismo de ação, 
visto que até o momento não foram descritos na literatura maiores detalhes a este 
respeito. Estes estudos tomam-se importantes especialmente porque segundo 
HODNICK et al. (1987), alguns dos efeitos dos flavonóides, como a atividade 
citotóxica, podem ser resultado de alterações na bioenergética celular e inibição da 
respiração mitocondrial, como observados por COLEMAN (1984) e ROCHA (2000)1.
Portanto, no desenvolvimento deste trabalho o objetivo central foi elucidar o 
mecanismo de ação do flavonóide hispidulina (SJ^trihidroxi-^m etoxi flavona) 
sobre o metabolismo energético mitocondrial, e analisar algumas de suas propriedades 
químicas que possam colaborar para o melhor entendimento de seus efeitos, utilizando 
a eupafolina para estudos comparativos de suas propriedades antioxidantes.
Sendo assim, tivemos os seguintes objetivos específicos:
^  Avaliar os efeitos da hispidulina sobre os seguintes parâmetros mitocondriais: 
a) transporte de elétrons e fosforilação oxidativa b) atividades das enzimas da 
cadeia respiratória mitocondrial, e c) inchamento de mitocôndrias energizadas e 
não energizadas com glutamato de sódio;
1 Comunicação pessoal do autor (2000).
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^  Verificar se a hispidulina se comporta como um agente inibidor do transporte de 
elétrons;
Determinar se a hispidulina e eupafolina promovem liberação de ferro da ferritina e 
se são capazes de gerar espécies reativas de oxigênio;
^  Avaliar a capacidade antioxidante da hispidulina e eupafolina através de sua 
reatividade com o radical livre estável DPPH;
^  Comparar os efeitos obtidos com a hispidulina e eupafolina no que diz respeito aos 
efeitos antioxidantes, correlacionando-os às diferenças estruturais entre as duas 
moléculas.
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3. MATERIAIS E MÉTODOS
3.1. REAGENTES
Glutamato de sódio, succinato de sódio, NADH, ATP, ADP, EGTA, EDTA, 
FCCP, DPPH, BHT, rotenona, D-manitol, sacarose, HEPES, BSA, fosfoenolpiruvato, 
valinomicina, oligomicina, citocromo c, ferrocitocromo c, sulfonato de 
batofenantrolina, ferritina de baço de cavalo, e Tris foram adquiridos da Sigma 
Chemical Co®. (EUA). Hidróxido de potássio, cloreto de potássio, clorofórmio, fosfato 
monobásico de potássio, fosfato dibásico de potássio, ácido clorídrico, ácido sulfurico, 
heptamolibdato de amónio, sulfato ferroso foram adquiridos da Merck® do Brasil.
Os demais reagentes utilizados foram do melhor grau analítico comercialmente 
disponível. As soluções dos reagentes foram preparadas com água deionizada através 
de sistema purificador Millipore Milli Q .
3.2 PREPARO DAS SOLUÇÕES DE HISPIDULINA E EUPAFOLINA
A hispidulina e a eupafolina foram extraídas da planta Eupatorium littorale e 
cedidas gentilmente pelo Dr. Brás Heleno de Oliveira, do Departamento de Química 
da Universidade Federal do Paraná. As drogas que se apresentam na forma de cristais 
amarelos foram solubilizadas em DMSO numa concentração estoque de 10 mmol . Fl 
e diluídas posteriormente durante os ensaios para que se atingissem as concentrações 
finais desejadas em cada experimento.
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3.3. ANÁLISES DOS EFEITOS DA HISPIDULINA SOBRE O METABOLISMO 
MIT OCONDRI AL
3.3.1 Animais
Para o isolamento de mitocôndrias, foram utilizados ratos albinos, da linhagem 
Wistar, machos, pesando de 200-300 g, mantidos pelo biotério do Setor de Ciências 
Biológicas da UFPR. Os animais foram alimentados com ração Purina® e antes dos 
experimentos foram colocados em jejum por 12 horas com água ad libidum. Os 
animais foram sacrificados por decapitação, sem anestesia, e o fígado foi rapidamente 
retirado e colocado no meio de isolamento, sendo mantido em banho de gelo durante 
todo o processamento.
3.3.2 Isolamento de Mitocôndrias de Fígado de Rato para Determinação do Consumo 
de Oxigênio, Atividades Enzimáticas e Inchamento Mitocondrial
Mitocôndrias de fígado de rato foram isoladas como descrito por VOSS et al. 
(1961), utilizando como meio de isolamento: D-manitol 250 mmol.l1, Hepes-KOH 
10 mmol.l'1 (pH 7,2) e soroalbumina bovina (BSA) 0,1 g%. Os animais foram 
sacrificados como já descrito, o fígado foi removido e lavado com o meio de 
isolamento e conservado em banho de gelo. O material foi picado com tesoura em 
pequenos pedaços, lavado pelo menos três vezes com o mesmo meio e homogeneizado 
utilizando-se o homogeneizador van Potter-Elvehjem por três vezes com o pistilo 
frouxo e duas vezes com o pistilo normal, sucessivamente. O homogeneizado obtido 
foi então centrifugado em centrífuga Beckman J-21B refrigerada entre 2°C -  4°C a 
320.g por 5 minutos. Nesta primeira etapa de centrifugação, desprezou-se o sedimento, 
que continha restos de células intactas, membranas e núcleos, e o sobrenadante que 
contém as mitocôndrias, foi centrifugado novamente a 12600.g por 10 minutos. O 
sedimento obtido foi ressuspenso com meio de isolamento e centrifugado a 8100 . g
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por 10 minutos. Este procedimento foi repetido por duas vezes. Por fím, foi obtida a 
suspensão mitocondrial, com concentração proteica final variando de 20 a 100 mg/ml.
Para os experimentos de swelling mitondrial o procedimento, bem como o meio 
de extração utilizado foram idênticos, omitindo-se apenas da última lavagem o EGTA. 
A suspensão mitocondrial obtida foi conservada em banho de gelo e utilizada 
imediatamente, ou então congelada em N2 líquido, quando destinada à determinação 
das atividades enzimáticas da cadeia respiratória mitocondrial.
3.3.3 Análises Polarográficas para Caracterização da Hispidulina como Agente
Inibidor do Transporte de Elétrons
Para caracterização da hispidulina como um agente inibidor do transporte de 
elétrons foram utilizadas mitocôndrias de fígado de rato (2 mg) isoladas segundo 
método de VOSS et a l (1961) (descrito no item 3.3.2) e meio de incubação contendo: 
tampão Hepes 10 mmol.T1 (pH 7,2), EGTA 0,1 mmolT1, manitol 125 mmolT1, KCl 
65 mmolT1 e suplementadas com glutamato de sódio 5 mmolT1, Pi 1,6 mmol.l'1 e 
ADP 0,32 mmol.l1, e nas análises complementares ainda foi adicionado o FCCP 
lpmol.l'1. A hispidulina foi adicionada em diferentes concentrações (0,05 a 1,0 
mmol.l'1) e os traçados comparados aos dos experimentos controle.
Os experimentos foram realizados em volume final de 1,3 ml, sob agitação 
constante em câmara termostatizada a 28°C (VOSS et al., 1961). O consumo de 0 2 por 
mitocôndrias intactas nas diferentes situações foi determinado polarograficamente em 
oxígrafo Gilson, utilizando um eletrodo de oxigênio tipo Clark (Yellow Springs 
Instruments Co.), acoplado a um registrador. Os resultados foram expressos em 
nanomoles de 0 2 consumidos'1.min'1.mg de proteína'1 considerando-se a solubilidade 
do 0 2 na água, à temperatura utilizada, a 1 atm (ESTABROOK, 1967) e em 
percentagens de velocidade de consumo de oxigênio relativas aos controles. O 
coeficiente de controle respiratório (CCR), foi obtido da relação entre a velocidade 
respiratória na presença de ADP (estado III) e a velocidade após o consumo de ADP 
(estado IV).
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3.3.4 Preparo da Suspensão de Mitocôndrias Rompidas para Determinação de 
Atividades Enzimáticas Mitocondriais
Mitocôndrias isoladas de fígado de rato, conforme descrito anteriormente (item 
3.3.2) utilizando-se o método de VOSS et al. (1961), foram congeladas em nitrogênio 
líquido até o momento do seu uso, quando então foram rompidas por choque térmico 
(congelamento e descongelamento por 3 vezes) e mantidas em banho de gelo durante o 
tempo dos ensaios. Foram obtidos fragmentos de membrana, nos quais todos os 
componentes da cadeia respiratória apresentaram atividade satisfatória.
3.3.5 Determinação da Atividade das Enzimas Relacionadas com a Cadeia 
Respiratória Mitocondrial
A atividade das enzimas ligadas à cadeia respiratória foram determinadas 
espectrofotometricamente em espectrofotômetro Hitashi, modelo U-2001 UVA/IS 
equipado com impressora Epson LX 300 ou polarograficamente em oxígrafo Gilson, 
utilizando um eletrodo de oxigênio tipo Clark (Yellow Springs Instruments Co.), 
acoplado a um registrador.
3.3.5.1 NADH Oxidase (NADH: Oxigênio Óxido-Redutase)
A atividade da NADH oxidase foi determinada pelo método polarográfico de 
SINGER (1974). O sistema de reação era composto por tampão fosfato 80 mmol.l'1 
(pH 7.4), EDTA SOmmol.l'1 , NADH 0,17 mmol.F1 e 1 mg de proteína mitocondrial. 
As mitocôndrias foram incubadas por 2 minutos com cada concentração da droga, a 
reação ocorreu em temperatura controlada de 28°C, em volume final de 1,3 ml, sendo 
iniciada pela adição da proteína mitocondrial (T0). A velocidade de oxidação do 
NADH, que se traduziu na velocidade de consumo de oxigênio, foi acompanhada 
polarograficamente. Os resultados foram expressos em micromoles de oxigênio
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consumido.min'1.mg' 1 de proteína, considerando a solubilidade do 0 2 em água, a 1 atm 
e a 28°C de 235pmols.l'1 (ESTABROOK, 1967).
NADH + H+ + V% 0 2 NAD+ + H20
3.3.5.2 NADH Citocromo c Redutase (NADH Citocromo c Óxido-Redutase)
A atividade da NADH citocromo c redutase foi determinada 
espectrofotometricamente pelo método descrito por SOMLO (1965) em sistema de 
reação constituído de: tampão fosfato 50 mmol.l' 1 (pH 7,4), EDTA 2 mmol.l'1, NADH 
50 jimol.l'1, citocromo c (oxidado) 40 pmol.l'1, NaCN 1 mmol.l' 1 e 1,9 mg de proteína 
mitocondrial. Os reagentes presentes no sistema, exceto a enzima, foram incubados 
por 10 min a 28°C. A reação ocorreu a 28°C, em volume final de 1 ml, e foi iniciada 
pela adição da proteína mitocondrial (T0), sendo acompanhada pelo tempo de 2  
minutos na presença das diferentes concentrações de hispidulina. A velocidade de 
redução do citocromo c foi acompanhada a 550nm. Para calcular a velocidade da
reação utilizou-se o coeficiente de extinção molar S55o nm (cit c red-ox)= 19.000 cm'1.M"1.
0  resultado foi expresso em micromoles de citocromo c reduzido.min'1.mg' 1 de 
proteína mitocondrial.
3.3.5.3 NADH-Desidrogenase (NADH: Ferricianeto Óxido-redutase)
A atividade da NADH-desidrogenase foi determinada pelo método 
espectrofotométrico de SINGER (1974), usando o ferricianeto como aceptor artificial 
de elétrons na presença da rotenona, para bloquear a atividade da NADH-oxidase. O 
sistema de reação foi constituído de: tampão fosfato 50 mmol.l' 1 (pH 7,4), EDTA 2,0 
mmol.l'1, NADH 0,15 mmol.l'1, ferricianeto 600 pmol.l'1, rotenona 1 pmol.l'1, NaCN
1 mmol.l' 1 e aproximadamente 40pg de proteína mitocondrial. A reação ocorreu a
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28°C, em volume final de 1 ml, e foi iniciada pela adição da proteína mitocondrial 
(T0), sendo acompanhada pelo tempo de 2  minutos na presença das diferentes 
concentrações de hispidulina. A reação foi monitorada a 420 nm e para calcular a
velocidade da reação utilizou-se o coeficiente de extinção molar S4 2onm= IMO crh 1M 1.
Os resultados foram expressos em nanomoles de ferricianeto reduzido.min'1, mg' 1 de 
proteína mitocondrial (CREUTZ & SUTIN, 1973).
NADH + H+ + 2 ferricianeto -> NAD+ + 2H+ + 2 ferrocianeto
3 .3 .5.4 Succinato Oxidase (Succinato: Oxigênio Óxido-Redutase)
A atividade enzimática da succinato oxidase foi determinada 
polarograficamente pelo método de SINGER (1974). O sistema de reação em volume 
final de 1,3 ml foi constituído de: tampão fosfato 80 mmol.f1 (pH 7,4), EDTA 
50 gmol.r1, rotenona lpmol.f1, succinato de sódiolO mmol.I1 e 1 mg de proteína 
mitocondrial. As mitocôndrias foram incubadas por 2 minutos com cada concentração 
da droga, a reação ocorreu em temperatura controlada de 28°C, em volume final de
1,3 ml, sendo iniciada pela adição da proteína mitocondrial (T0). As mitocôndrias 
foram incubadas com cada concentração da droga por 2 minutos. A reação foi iniciada 
pela adição de succinato de sódiolO mmol.I1 e ocorreu em temperatura controlada de 
28°C. Os resultados foram expressos em nanomoles de oxigênio consumidos.min1 mg'1 de 
proteína mitocondrial considerando a solubilidade do 0 2 em água, a 1 atm e a 28°C de 
235gmols.rl (ESTABROOK, 1967).
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3.3.5.5. Succinato Citocromo c Redutase (Succinato: Ferrocitocromo c Óxido- 
Redutase)
A atividade desta enzima foi determinada pelo método de SOMLO et al. 
(1965), medindo-se a redução do citocromo c, após o bloqueio da cadeia respiratória 
com NaCN 1 mmol.F1 e rotenona 1 pmol.F1. O sistema de reação foi constituído de: 
tampão fosfato 50 mmoü ' 1 (pH 7,4), EDTA 2 mmol.F1, NaCN 1 mmol.F1, succinato 
de sódio 5 mmol.F1, rotenona 1 pmol.F1 e 92 pg de proteína mitocondrial. Os reagentes 
presentes no sistema, exceto a enzima, foram incubados por 10 min a 28°C. A reação 
ocorreu a 28°C, em volume final de 1 ml, e foi iniciada pela adição da proteína 
mitocondrial (T0), sendo acompanhada pelo tempo de 2  minutos na presença das 
diferentes concentrações de hispidulina.e posteriormente por 2  minutos com cada 
concentração da droga, a reação ocorreu a 28°C, em volume final de 1 ml. A reação foi 
iniciada pela adição de 40pmol.F1 do citocromo ç (T0). A velocidade de redução do 
citocromo c foi acompanhada a 550 nm, e para calcular a velocidade da reação
utilizou-se o coeficiente de extinção molar S550nm= 19.000 cm^.M'1. A atividade 
enzimática resultante foi expressa em micromoles de citocromo c reduzido, mm'1, mg'1 de 
proteína mitocondrial.
3.3.5.6. Succinato Desidrogenase (Succinato: Fenazina Metasulfato Óxido-Redutase)
A atividade da succinato desidrogenase foi determinada pelo método de 
SINGER (1974), utilizando-se DCPIP e PMS como aceitadores artificiais de elétrons. 
O sistema de reação em volume final de 1 ml foi constituído de: tampão fosfato de 
sódio 50 mmol.F1 (pH 7.4), succinato de sódio 20 mmol.F1, EDTA 2 mmol.F1, PMS 1 
mmol.^e 15 pg de proteína mitocondrial. A reação ocorreu a 28°C, em volume final 
de 1 ml, e foi iniciada pela adição da pela adição de DCPIP 60 pmol.l' 1 (T0), sendo 
acompanhada pelo tempo de 2  minutos na presença das diferentes concentrações de 
hispidulina. A velocidade de redução do DCPIP foi monitorada em 600 nm e os
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resultados expressos em micromoles de PMS reduzido.min'1, mg' 1 de proteína 
mitocondrial, utilizando-se o coeficiente de extinção molar 8 5 5 0^ =  19.000 cm^.M' 1 
para o DCPIP reduzido (SINGER, 1974).
3.3.5.7. Citocromo c Oxidase (Ferrocitocromo c: Oxigênio Óxido-Redutase)
A atividade da citocromo ç oxidase foi determinada segundo método 
espectrofotométrico de MASON et al. (1973). O sistema de reação foi constituído de 
tampão fosfato 50 mmol.l' 1 (pH 7,4), EDTA 2 mmol.l'1, ferrocitocromo c reduzido 
30 pmol.l' 1 e 25pg de proteína mitocondrial. A reação ocorreu a 28°C, em volume 
final de 1 ml, e foi iniciada pela adição da pela adição proteína mitocondrial (T0), 
sendo acompanhada pelo tempo de 2  minutos na presença das diferentes concentrações 
de hispidulina. A velocidade de oxidação do citocromo c foi acompanhada a 550 nm, e 
para calcular a velocidade da reação foi utilizado o coeficiente de extinção molar
S550nm= 19.000 cm^.M'1. O resultado foi expresso em micromoles citocromo c 
oxidado.min'1, mg' 1 de proteína mitocondrial.
3.3 5.7.1. Obtenção do Ferrocitocromo c
Citocromo c oxidado foi reduzido usando ditionito de sódio (Na2S20 8) como 
agente redutor. O ferrocitocromo c foi separado do excesso de ditionito por 
cromatografía em coluna de Sephadex G-25® médio (YONETANI & RAY, 1965). A 
concentração do citocromo c reduzido foi determinada espectrofotometricamente,
utilizando-se o coeficiente de extinção molar 85501m“ 27.700 cm' 1 . mol' 1 para a 
hemoproteína reduzida (MARGOLIASH, 1954). O ferrocitocromo c preparado por 
este método contém menos de 5% da proteína oxidada.
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3.3.6 Determinação da Atividade ATPásica em Mitocôndrias Intactas na Presença e 
Ausência do Desacoplador FCCP
A atividade da FjFq ATPase (ATP fosfohidrolase) em mitocôndrias intactas na 
presença e ausência de FCCP foi determinada dosando-se o fosfato inorgânico (Pi) 
decorrente da hidrólise de ATP, segundo o método descrito por PULMANN et al. 
(1960). O ensaio foi realizado a 37°C, em sistema de reação constituído por: sacarose 
50 mmol.F1, tampão Tris-HCl 12 mmol.l*1 (pH 7.4), KC1 50 mmol.F1 e proteína 
mitocondrial na quantidade de 2 mg, nos experimentos na presença de FCCP, este foi 
adicionado na concentração de 1 pmol.F1. O volume final da reação foi de 1 ml e a 
temperatura mantida em 28°C. A reação foi iniciada pela adição de ATP 3 mmol.F1 
(T0) e mantida sob constante agitação, sendo interrompida após 10 minutos pela adição 
de TC A a 10%. O material foi centrifugado a 10000 x g por 1 minuto, sendo então o 
fosfato inorgânico do sobrenadante dosado pelo método de SUMNER (1944). A 
atividade da ATPase foi expressa em micromoles de Pi liberado.min''.mg'1 proteína.
3.3.7 Determinação da Atividade ATPásica em Mitocôndrias Rompidas
A atividade da FiF0 ATPase (ATP fosfohidrolase) em mitocôndrias rompidas 
por ciclos congelamento/descongelamento foi determinada dosando-se o fosfato 
inorgânico decorrente da hidrólise de ATP, segundo o método descrito por 
PULMANN et al (1960). Neste método, usa-se um sistema regenerador de ATP 
(figura 6). O sistema de reação em volume final de 1 ml foi constituído de tampão 
Tris-HCl 50 mmol.F1 (pH 7,4), MgS04 3 mmol.F1, fosfoenolpiruvato (PEP) 2,5 
(imol.F1, 10 unidades de piruvato quinase (1 unidade de piruvato quinase converte 
ljirnol de PEP a piruvato por minuto) e proteína mitocondrial na quantidade de 100 
(ig.mF1. Após adição do meio de reação e da piruvato quinase, os tubos foram 
incubados por 10 minutos, a 28°C. A reação foi iniciada pela adição de ATP 4 mmol.F 
1 (T0), e interrompida após 10 minutos pela adição de TCA a 5%. O material foi 
centrifugado a lOOOO.g por 1 minuto, sendo então o fosfato inorgânico do
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sobrenadante dosado pelo método de SUMNER (1944). A atividade da ATPase foi 
expressa em pmoles Pi liberado.min-1.mg proteína"1.
ESQUEMA 2: SISTEMA REGENERADOR DE ATP
ATPase
ATPL
PEP
► Pi + ADP Piruvato Quinase
V
PIRUVATO
3.3.8. Determinação do Inchamento Mitocondrial (Swelling)
Os experimentos visando determinar o inchamento mitocondrial foram 
desenvolvidos em espectrofotômetro Hitashi modelo U-2001 UV/VIS equipado com 
impressora Epson LX 300, no comprimento de onda de 546 nm.
3.3.8.1. Determinação do Inchamento {Swelling) Mitocondrial Sustentado pelo Uso 
de Substrato Oxidável na Presença de Acetato de Sódio
O aumento do volume mitocondrial, decorrente da entrada de íons sódio na 
matriz mitocondrial, foi feito de acordo com o método de MUSTAFA et al. (1966) 
modificado. O meio de reação foi constituído de: sacarose 100 mmol.f1, Tris-HCl 30 
mmol.l"1 (pH 7,5), EDTA 0,5 mmol.T1 , acetato de sódio 50 mmol.f1 e 1 mg de 
proteína mitocondrial, num volume final de 1 ml. O substrato utilizado para promover 
o inchamento foi o glutamato de sódio 15 mmol.f1 o qual foi adicionado depois de 2 
minutos de incubação das mitocôndrias com a droga. Rotenona 4pmol.f1 foi 
adicionada ao sistema em momento adequado para observação da contração da 
organela. Os resultados foram expressos como os traçados representativos de 5 
experimentos independentes, e em percentagem de inibição, relativos ao controle.
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3.3.8.2. Determinação do Inchamento (Swelling) Mitocondrial Induzido por 
Valinomicina em Meio contendo KNO3.
O inchamento mitocondrial devido a entrada de potássio na matriz, mediada 
pela valinomicina foi avaliado de acordo com o método descrito por MORENO & 
MADEIRA (1990). O meio de reação foi composto de nitrato de potássio 135 mmol.l'1, 
Hepes 5 mmol.l'1 (pH 7,2), EDTA 0,1 mmol.l'1, rotenona 2 pmol.l'1, antimicina A 
2 (ig.mr1, e 1 mg de proteína mitocondrial, num volume final de 1 ml. A mitocôndria 
foi incubada por 2 minutos com cada concentração da droga antes da adição de 
valinomicina 1,5 pg, e as variações na absorbância foram acompanhadas em 546 nm. 
Os resultados foram expressos como os traçados representativos de 4 experimentos 
independentes, e em percentagem de inibição, relativos ao controle.
3.4. DETERMINAÇÃO DA VELOCIDADE DE LIBERAÇÃO DE FERRO 
PELA FERRITINA PROMOVIDA PELA HISPIDULINA E EUPAFOLINA 
E DO POSSÍVEL ENVOLVIMENTO DE ESPÉCIES REATIVAS DE 
OXIGÊNIO NESTA LIBERAÇÃO.
A determinação da velocidade de liberação do ferro foi realizada 
espectrofotometricamente segundo o método descrito por OTEIZA et al. (1995) 
variando-se as concentrações da hispidulina. Inicialmente, a ferritina de baço de cavalo 
foi diluída em tampão Tris-HCl (pH 7,4) contendo NaCl 140 mmol.l'1 e EDTA 10 
mmol.l’1 e incubada por 1 hora a 4°C. Em seguida, para remoção do ferro livre a 
solução foi cromatografada em coluna de Sephadex G-25® medium, utilizando como 
eluente tampão Tris-HCl (pH 7,4) contendo NaCl 140 mmol.l'1. A concentração de 
proteína no eluato foi realizada pelo método de LOWRY et al. (1951). A liberação de 
ferro da ferritina 0,3 mg. ml'1 na presença ou ausência das diferentes concentrações das 
drogas foi acompanhada espectrofotometricamente em um sistema de reação contendo 
tampão Tris-HCl 20 mmol.l'1 (pH 7,3), NaCl 140 mmol.l'1 (volume final: lml) pelo 
aumento na absorbância a 530 nm, devido à quelação do Fe^ pelo sulfato de 
batofenantrolina 1 mmol.l’1. A reação foi acompanhada por 30 minutos. Estas análises 
também foram realizadas na presença das enzimas antioxidantes superóxido dismutase
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40 e 80 U.ml'1 e catalase 10 e 25 U ml’1. Os resultados foram expressos em pmoles.F1 
de Fe++, utilizando-se o coeficiente de extinção do complexo Fe++/ batofenantrolina de 
22.140 M’1. cm'1.
3.5. REATIVIDADE ENTRE A H ISPID U LIN A  E O RADICAL LIVRE 
DIFEN ILPICRILH ID RA ZIL (DPPH)
A reatividade da hispidulina com o radical livre estável DPPH foi determinada 
através de medidas de alteração da absorbância a 517 nm, de acordo com o método 
descrito por BLOIS (1958), com algumas modificações. O sistema de reação foi 
constituído de tampão acetato 100 mmol.F1 (pH 5,5), etanol e solução etanólica de 
DPPH 0,05 mmol.F1 num volume final de 1 ml, suplementado em concentrações 
crescentes de hispidulina e eupafolina até 200 pmol.F1, visando-se buscar o I50 dos 
flavonóides. Após 5 minutos o decréscimo da absorbância foi medido. Concentrações 
adequadas do agente redutor ácido ascórbico (0,025 a 0,2 mmol.F1) foram utilizadas 
nos experimentos controle, a título de comparação com o efeito dos flavonóides em estudo.
3.6 DETERMINAÇÃO DE PROTEÍNAS MITOCONDRIAIS
A concentração de proteína foi determinada pelo método de LOWRY et al., 
(1951), utilizando-se albumina de soro bovino como padrão. As amostras foram lidas 
em 700 nm contra um branco em espectrofotômetro Hitachi modelo U-2001.
3.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA DOS DADOS EXPERIMENTAIS
Os dados experimentais foram expressos como sendo a média dos valores ± 
desvio padrão (média ± dp), submetidos à análise de variância (ANOVA) e teste de 
Tukey, para a comparação das médias de experimentos independentes. Valores de p < 
0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO
Os resultados obtidos por ROCHA (2000)1 indicam que a hispidulina afeta 
tanto o consumo de oxigênio quanto a síntese de ATP quando se usa glutamato e 
succinato como substratos oxidáveis. Sendo assim, algumas hipóteses puderam ser 
postuladas sobre o mecanismo através do qual a hispidulina estaria inibindo o estado 
III da respiração mitocondrial, como:
a) inibição da atividade de complexos enzimáticos e consequentemente 
restrição parcial no fluxo de elétrons na cadeia respiratória;
b) efeito sobre a atividade da ATP sintase;
c) restrição parcial no fornecimento de elétrons à cadeia respiratória por afetar 
a metabolização do substrato em etapa anterior à cadeia;
d) alteração da fluidez e/ou integridade da membrana mitocondrial, que afetaria 
não só o fluxo de elétrons através da cadeia respiratória como a translocação 
de íons e a síntese acoplada de ATP;
e) desvio de elétrons da cadeia respiratória de forma direta, através de reações 
de óxido-redução;
f) interferência sobre o translocador ADP/ATP
g) interferência dos carreadores de substrato e fosfato inorgânico
Algumas destas hipóteses foram avaliadas e os resultados serão mostrados a
seguir.
Quanto ao estímulo do estado IV, este é característico de agentes 
desacopladores da fosforilação oxidativa. Esta hipótese será melhor discutida 
posteriormente.
Inicialmente, com a finalidade de verificar se a hispidulina é capaz de afetar o 
transporte de elétrons na cadeia respiratória, foram realizadas algumas análises 
polarográfícas na presença e ausência de FCCP, como será mostrado a seguir.
1 Comunicação pessoal do autor (2000).
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4.1 ANÁLISES POLAROGRÁFICAS PARA CARACTERIZAÇÃO DA 
HISPIDULINA COMO AGENTE INIBIDOR DO TRANSPORTE DE 
ELÉTRONS
Segundo MORELAND (1994), os agentes inibidores do transporte de elétrons 
são caracterizados pela habilidade de interromper o fluxo de elétrons, através da 
associação com algum dos componentes protéicos dos transportadores de elétrons dos 
complexos e assim afetar as reações de óxido-redução. Esta capacidade pode ser 
observada pela inibição do estado III da respiração mitocondrial. Quando o fluxo de 
elétrons é interrompido, a reação de fosforilação acoplada também é inibida. Existem 
vários inibidores clássicos que atuam por este mecanismo, como a rotenona e o amital, 
que atuam sobre o complexo I; o malonato, que competitivamente interfere na 
oxidação do succinato pela succinato desidrogenase; a antimicina A que afeta o 
complexo III; o cianeto que inibe o complexo IV, entre outros (MORELAND, 1994).
Observa-se nos traçado BI e B2 da figura da figura 6  e na tabela 3, que a 
hispidulina é capaz de inibir fortemente o estado III da respiração mitocondrial nas 
várias concentrações testadas, sendo este efeito dependente da dose de 0 , 2  mmol.l' 1 até 
1,0 mmol.l'1, atingindo-se a partir daí a inibição máxima. Para facilitar a visualização 
dos efeitos exercidos pela hispidulina, na figura 6  também está representado o traçado 
do experimento controle (traçado A). Cabe ressaltar que foram realizados 
experimentos controles com o DMSO, e nas concentrações utilizadas não houve 
interferência deste solvente. O valor de I50 para a hispidulina para inibição do estado 
III da respiração mitocondrial se localiza na faixa micromolar, uma vez que até 
50 jimol.l"1 os efeitos inibitórios foram superiores a 50% (73% de inibição). Esta 
capacidade de inibição do estado III da respiração mitocondrial pela hispidulina já 
havia sido observado por ROCHA1 (2000), porém as situações de incubação com a 
droga eram distintas. Este resultado observado permite sugerir que o mecanismo de 
ação da hispidulina seja similar ao dos compostos classificados segundo MORELAND 
(1994) como inibidores do transporte de elétrons.
1 Comunicação pessoal do autor (2000).
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FIGURA 6 -  EFEITO DA HISPIDULINA SOBRE A VELOCIDADE 
RESPIRATÓRIA DO ESTADO III, APÓS A ADIÇÃO DE ADP
MR + Pi+ M it
Sistema de Reação em volume final de 1,3 ml: D-manitol 125 mmol.r1, KC1 65 mmol.r1, tampão 
Hepes 10 m m oU'(pH  7,2), BSA 0,lg%, glutamato de sódio 5 mmol.l'1, Pi 1,6 mmol.r1, ADP 
0,32 mmol.l1 e 2 mg de proteína mitocondrial.
Traçado A: controle (100%); Traçado Bl: na presença de hispidulina 1 mol.T1, após adição de 
ADP, como indicado; Traçado B2: na presença de hispidulina 0,2 molX1, após adição de ADP, 
como indicado. Os traçados são representativos de 3 experimentos independentes, onde a média 
dos CCR dos experimentos controle foi de 4,0.
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TABELA 3 -E F E IT O S  IN IB IT Ó R IO S  DA H IS P ID U L IN A  SOBRE A 
VELOCIDADE RESPIRATÓRIA DO ESTADO III, APÓS A ADIÇÃO 
DE ADP.
Hispidulina
(mmol.l*1)
Velocidade de Consumo 
de Oxigênio no Estado III 
em Relação ao Controle
(%)
0,05 27,12 ±0,99*
0,1 29,97 ± 5,25*
0,2 25,04 ±3,18*
0,5 9,34 ± 2,56*
1,0 2,14 ±0,56*
Sistema de Reação em volume final de 1,3 ml: D-manitol 125 mmol.l'1, KC1 65 mmol.l'1, tampão 
Hepes 10 mmoU'(pH 7,2), BSA 0,lg%, glutamato de sódio 5 mmol.l'1, Pi 1,6 mmol.l'1, ADP 
0,32 mmol.l'1 e 2 mg de proteína mitocondrial.
Os resultados representam a média ± desvio padrão das triplicatas de 3 experimentos independentes 
realizados à temperatura de 28°C sendo expressos .em percentagens relativas aos controles (100%)
* Valores estatisticamente significativos relativos ao controle (100%) -  p < 0,05.
Para confirmar o efeito de inibidor de transporte de elétrons pela hispidulina, foi 
realizado um experimento na presença do FCCP, que em baixas concentrações pemite 
alcançar a velocidade máxima de consumo de oxigênio. Como pode ser observado no 
traçado B da figura 7 em comparação ao controle com FCCP (traçado A), a hispidulina 
(0,2 mmol.l*1) foi capaz de reduzir cerca de 75% a velocidade de consumo de oxigênio, 
na presença do FCCP. Este resultado pode ser explicado se considerarmos que a 
hispidulina comporta-se como inibidor do transporte de elétrons, fato que foi 
demonstrado pelo seu comportamento no traçado B da figura 6. Se este for o seu 
mecanismo de ação sugere-se que este efeito de diminuir o consumo de oxigênio na 
presença de FCCP poderia estar ocorrendo devido à interferência da hispidulina sobre 
as atividades enzimáticas da cadeia respiratória mitocondrial
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Quanto à possibilidade do envolvimento da hispidulina em reações de óxido- 
redução, observou-se que a hispidulina é capaz de reduzir o 2,3,5-trifenil-tetrazólio 
(TFT) (dados não mostrados), um aceitador artificial de elétrons que pode reoxidar 
flavoproteínas como a succinato desidrogenase (SMITH, 1951).
Outros flavonóides como a morina, mirecitina, luteolina e quercetina podem 
sofrer reações de óxido-redução (HODNICK et al. ; 1986).
Recentemente, utilizando a técnica eletroquímica de voltametria cíclica, outros 
colaboradores do nosso laboratório já observaram que a hispidulina sofre oxidação 
irreversível na região de potencial entre 480 e 620 mV vs ECS, apresentando dois 
processos de transferência de carga (LIMA, 2001).
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FIGURA 7 -E F E IT O  DA HISPIDULINA SOBRE A VELOCIDADE 
RESPIRATÓRIA DO ESTADO III NA PRESENÇA DO 
DESACOPLADOR FCCP
MR + Pi+ Mit MR + Pi+ Mit
Sistema de Reação em volume final de 1,3 ml: D-manitol 125 mmol.l'1, KC1 65 mmol.l'1, tampão 
Hepes 10 mmol.l'(pH 7,2), BSA 0,lg%, glutamato de sódio 5 mmol.l'1, Pi 1,6 mmol.l'1, ADP 
0,32 mmol.l'1 e 2 mg de proteína mitocondrial.
Traçado A: controle respiratório obtido na presença de FCCP (100%); Traçado B: redução do 
consumo de oxigênio na presença do desacoplador FCCP pela hispidulina 0,2 mol.l'1 , conforme 
indicado.
Os traçados são representativos de 3 experimentos independentes, onde a média dos CCR dos 
experimentos controle na ausência de FCCP foi de 4,4.
Os resultados até então apresentados, quando analisados juntamente com os 
resultados obtidos por ROCHA (2000)1 indicam a possibilidade da hispidulina poder 
interferir sobre as atividades enzimáticas da cadeia respiratória, hipótese que foi 
avaliada na seqüência de nossos experimentos e será demonstrada a seguir.
1 Comunicação pessoal do autor (2000).
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4.2 EFEITOS DA HISPIDULINA SOBRE AS ATIVIDADES ENZIMÁTICAS 
RELACIONADAS À CADEIA RESPIRATÓRIA MITOCONDRIAL
Os efeitos inibitórios da hispidulina sobre o consumo de oxigênio em 
mitocôndrias isoladas sugerem que este flavonóide poderia interferir em atividades 
enzimáticas da cadeia respiratória, bem como possuir propriedade desacopladora. Com 
a finalidade de verificar a primeira possibilidade avaliamos os efeitos promovidos pela 
hispidulina sobre tais complexos enzimáticos relacionados com a cadeia respiratória, e 
os resultados obtidos estão resumidos na tabela 4.
Como pode ser observado, a hispidulina promoveu inibições estatisticamente 
significativas em todas as doses testadas (0,05, 0,075, 0,1, 0,15, e 0,2 mmol.l'1) sobre a 
atividade da NADH oxidase, NADH citocromo c redutase e NADH desidrogenase. 
Sobre a atividade da succinato oxidase observou-se inibições estatisticamente 
significativas com as doses de 0,075,0,1, 0,15, e 0,2 mmol.fl de hispidulina, e apenas 
as doses de 0,1, 0,15, e 0,2 mmol.l'1 foram capazes de inibir de forma estatisticamente 
significativa a atividade da succinato citocromo c redutase. Não observou-se alteração 
nas atividades enzimáticas da succinato desidrogenase e citocromo c oxidase com 
nenhuma das doses utilizadas.
Quando foram realizados controles na presença de DMSO (20 gl) observou-se 
20% de inibição sobre a atividade da NADH oxidase e 16% de redução da atividade da 
NADH citocromo c redutase. Estes valores foram descontados dos percentuais de 
inibição obtidos com a hispidulina que foi dissolvida em DMSO. Para as demais 
enzimas não foram observadas diferenças significativas entre os controles na presença 
e ausência de DMSO.
A inibição da NADH oxidase (40%) observada com hispidulina (0,2 mmol.f1) é 
similar aos valores de inibição do consumo de oxigênio no estado III utilizando 
glutamato como substrato oxidável observado para a mesma dose de hispidulina 
(ROCHA, 2000J), o que sugere que este declínio observado no consumo de oxigênio 
1 Comunicação pessoal do autor (2000).
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possa ser pelo menos em parte resultante das inibições das atividades das enzimas da 
cadeia respiratória.
Quando se considera a utilização de succinato como substrato oxidável ,em 
que se avalia apenas parte da cadeia respiratória, os resultados obtidos com a hispidulina 
(0,2 mmol.l’1) sobre a velocidade de consumo de oxigênio no estado III (26%) 
(ROCHA, 20001), foram próximos às inibições observadas sobre a atividade da 
succinato oxidase (18%).
Através destes resultados ainda é possível apontar o provável sítio da ação da 
hispidulina, considerando a soma das inibições dos segmentos I ao III da cadeia 
respiratória (avaliados pelas atividades da NADH citocromo c redutase, succinato 
citocromo c redutase, NADH desidrogenase e succinato desidrogenase) obteve-se 
também cerca de 40% de inibição com a maior dose testada de hispidulina 
(0,2 mmol.l'1), e ainda, entre os complexos III e IV não observou-se inibição 
estatisticamente significativa, assim, é possível sugerir que a hispidulina atue entre os 
complexos I e III da cadeia respiratória mitocondrial.
Em relação aos critérios estruturais anteriormente discutidos, a hispidulina 
por apresentar dupla ligação entre C-2 e C-3 e o grupo ceto em C-4, atende boa parte 
dos requisitos estruturais apontados como necessários para inibição das enzimas 
mitocondriais NADH oxidase e succinato oxidase (HODNICK et al., 1987; 
BOHMONT et al., 1987), por isso, as inibições obtidas no presente trabalho pela 
hispidulina sobre a atividade destas enzimas podem ser reflexo destas características 
estruturais, que é comum a todas as moléculas da classe das flavonas.
Ainda considerando as inibições enzimáticas observadas, segundo HAVSTEEN 
(1983), é bastante conhecida a interferência dos flavonóides com enzimas óxido- 
redutases, o que se deve à sua grande propensão de doar elétrons, processo geralmente 
acompanhado pela abertura do anel y-pirona (anel C).
1 Comunicação pessoal do autor (2000).
TABELA 4- EFEITOS DA HISPIDIJLINA SOBRE AS ATIVIDADES ENZÍIVIATIÇAS REI.ACIONADAS COM A CADEIA 
RESPIRATÓRIA MITOCONDRIAL
ATIVIDADE ENZÍMÁTICA EM % RELATIVOS AO CONTROLE (100%)
Hispidulina
{mmol.r1)
NADH
Oxidase
NADH 
Citocromo c 
Redutase
NADH
Desidrogenase
Succinato
Oxidase
Succinato 
Citocromo c 
Redutase
Succinato
Desidrogenase
Citocromo c 
Oxidase
0,05 90,0 ± 6,9* 86,5 ± 12,5* 89,53 ±6,62* 98,35 ± 6,5 92,55 ± 7,4 101,5 ±7 96,23 ± 4,4
0,075 77,55 ± 7,7* 82,7 ± 10,6* 88,44 ± 8,0* 96,44 ± 5,4* 93,95 ± 6,4 98,09 ± 3,4 93,23 ± 8,3
0,1 71,19 ±7,5* 83,06 ±13,3* 87,76 ± 6,8* 91,12 ±4,6* 81,94 ±8,4* 98,94 ± 6,7 97,09 ± 4,8
0,15 59,89 ± 5,0* 70,0 ±9,11* 85,76 + 8 2* 88,75 ± 3,0* 83,45 ± 7,8* 95,41 ±4,8 98,49 ± 5,9
0,2 57,07 ± 3,8* 59,9 ± 5,9* 84,4 ± 7,9* 82,12 ±4,9* 78,2 ± 8,3* 92,47 ± 7 96,78 ± 6,0
As condições experimentais estão descritas no item 3.3 .5  da seção 3. Materiais e M étodos.
100% corresponde à atividade dos controles: NA D H  oxidase:22.2 nirtol de oxigênio consum ido .min'1 .m g'1 de proteína niitocondrial; N A D H  citocrom o c reduta 
14,44nmo1 de citocrom o ç  reduzido .min'1.m g'1 de proteína niitocondrial; N ADI I desidrotuenase: 220 pmol de ferricianeto reduzido .m in'1 .m g'1 de protri 
mitocondrial; Succinato O xidase: 20 nmol de oxigênio consum ido .min'1.mg’1 de proteína mitocondrial: Succinato citocrom o c redutase: 40 nm ol de citocroiri: 
reduzido .min'1.mg’1 de proteína mitocondrial; Succinato desidrogenase: 258 pm ol de oxigênio consum ido .min'1.m g'1 de proteína mitocondrial; C itocrom : 
oxidase: 145.36 pmol de oxigênio consum ido .min'1.rng'1 de proteína mitocondrial O s resultados estão representados com o m édia ±  desvio padrão das triplicara; 
4 experimentos indepenedentes.
* Valores cora diferenças estatisticamente significativas relativas ao controle (100% ) -  p < 0,05.
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Um aspecto interessante a ser destacado é que a rotenona, um clássico inibidor 
do transporte de elétrons, é um isoflavonóide com dupla ligação entre C-2 e C-3 
reduzida. As isoflavonas são isômeros das flavonas e são formadas biossinteticamente 
presumivelmente pela migração de um grupo aril do mesmo precursor chalcona, sendo 
este processo controlado por uma enzima (HARBONE et al.; 1967). Sendo a rotenona 
um aparentado químico da classe das flavonas, à qual pertence a hispidulina, é 
sugestivo que ambas atuem sobre o metabolismo mitocondrial através de mecanismos 
similares.
Embora tenha sido sugerido que a hispidulina e a rotenona atuem por 
mecanismos semelhantes, ou seja, como inibidores do transporte de elétrons, os 
resultados obtidos nos diferentes trechos estudados da cadeia respiratória indicam que 
o sítio de atuação da hispidulina é distinto da rotenona, pois os efeitos inibitórios da 
hispidulina ocorreram além do complexo I, como acima discutido.
Estes resultados tomam-se importantes porque FIGUERAS et al. (1973) e 
HODNICK et al. (1987) sugerem que a inibição de enzimas mitocondriais por 
flavonóides podem estar relacionadas com sua citoxicidade e outros efeitos biológicos, 
eles sugerem também que estas moléculas podem ser alvo de estudo na terapia 
anticâncer, podendo explicar pelo menos em parte os efeitos antineoplásicos 
verificados para a hispidulina em vários trabalhos.
Considerando que a quercetina, um flavonol com padrão de hidroxilação 
semelhante ao da hispidulina, além de inibir atividades enzimáticas da cadeia 
respiratória entre os complexos I e III (HODNICK et al/, 1987), mostrou-se também 
capaz de inibir a atividade ATPase de mitocôndrias (CARPENEDO et al.; 1969), a 
próxima hipótese avaliada foi a do efeito da hispidulina sobre a atividade da ATPase .
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4.3 EFEITOS DA HISPIDULINA SOBRE O COMPLEXO F,F0 - ATP ase
Para melhor entendimento das ações da hispidulina sobre as atividades ligadas à 
produção de ATP, seu efeito foi avaliado sobre a atividade da FiF0 - ATPase (ATP 
sintase). Neste complexo enzimático o complexo F0, constituído de polipeptídios 
hidrofóbicos, se encontra inserido na membrana mitocondrial interna, sendo 
responsável pela captação de prótons do espaço intermembranas e sua liberação na 
matriz mitocondrial. O componente solúvel Fi, inclui 5 tipos de subunidades (a,P,y,ô e
e), na estequiometria de 3a:3{3:ly:lô:ls, sendo este componente responsável pela 
síntese de ATP -  por ocasião do transporte de elétrons e passagem de prótons pelo 
componente F0 -  ou hidrólise de ATP, em presença do nucleotídio adenina e ausência 
de substratos para a cadeia respiratória (NICHOLLS & FERGUSON, 1992). A 
interação entre Ft e F0 é garantida por outros dois componentes: F6 e OSCP, sendo que 
esta última confere sensibilidade à oligomicina. Estas proteínas associam-se aos 
componentes Fi e F0 do complexo enzimático, auxiliando a regular a permeabilidade 
da membrana mitocondrial interna a prótons e garantindo a eficiência da fosforilação 
oxidativa (TZAGOLOFF, 1982).
De acordo com a teoria quimiosmótica (MITCHELL, 1961), o transporte de 
elétrons através da cadeia respiratória leva à formação da força próton-motriz (Áp), 
gradiente eletroquímico de prótons através da membrana mitocondrial interna. A 
utilização deste gradiente pela ATP sintase está acoplada à síntese de ATP, uma vez 
que nesta situação os prótons só podem retomar à matriz mitocondrial através do 
componente F0 do complexo enzimático. Entretanto, existem agentes químicos, 
definidos como desacopladores, que impedem a utilização do potencial eletroquímico 
de prótons derivado do transporte de elétrons para a fosforilação do ADP em ATP. 
Assim, agentes desacopladores, protonóforos, translocadores de prótons, substâncias 
que aumentam a condutância de prótons através da membrana desfazem o gradiente 
eletroquímico, dissipando a força próton-motriz e impedindo a síntese de ATP 
(NICHOLLS & FERGUSON, 1992). A entrada de prótons na matriz mitocondrial, faz 
ainda com que o componente F! do complexo enzimático passe a hidrolisar ATP, o
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que ocorre com a extrusão simultânea de prótons , através do complexo F0. Desta 
forma, a atividade ATPásica é muito baixa em mitocôndrias acopladas, e aumenta na 
presença de desacopladores clássicos como o FCCP.
Desta forma, a avaliação da atividade da ATPase mitocondrial permite verificar 
a influência da droga sobre a enzima (em mitocôndrias rompidas) ou sobre a 
permeabilidade da membrana a prótons (em mitocôndrias intactas), bem como seu 
eventual efeito desacoplador, além de colaborar para explicar os resultados obtidos na 
investigação dos efeitos da hispidulina sobre a respiração mitocondrial.
No presente estudo foram avaliados os efeitos da hispidulina sobre a atividade 
ATPásica em mitocôndrias de fígado de rato intactas, rompidas por congelamento e 
descongelamento em mitocôndrias intactas tratadas com FCCP (tabela 5).
Como pode ser observado, a hispidulina em todas as doses testadas foi capaz de 
inibir de forma estatisticamente significativa a atividade da ATPase em mitocôndrias 
rompidas em aproximadamente 20%, o que indica a interferência direta deste 
flavonóide sobre este complexo enzimático, situação que se toma facilitada pelo fato 
de não estar presente a barreira da membrana mitocondrial.
Em contraste, observou-se um grande estímulo dose-dependente pela 
hispidulina sobre a atividade da ATPase quando utilizou-se preparação de 
mitocôndrias intactas, que ultrapassou 100% com a dose máxima testada (0,2 mmol.l4) 
Este efeito é característico dos agentes desacopladores (TZAGOLOFF, 1982), hipótese 
que se reforça quando aliada ao fato da hispidulina ter promovido estímulo do estado 
IV da respiração mitocondrial. Este efeito desacoplador da hispidulina será melhor 
discutido posteriormente.
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Considerando os estudos de estrutura x função amplamente discutidos na 
introdução deste trabalho, os resultados obtidos com a hispidulina sobre a atividade da 
ATPase estão em concordância com os resultados de SANTOS et al. (1998), que 
sugeria a necessidade de substituições OH nas posições 5 e 7 nas moléculas de 
flavonóides para o efeito sobre a síntese de ATP.
A quercetina, que inibe a atividade ATPásica e altera o transporte de elétrons, 
inibindo as atividades enzimáticas da NADH e succinato oxidase, como comentado 
anteriormente; afeta atividades dependentes de um arranjo estrutural definido das 
membranas biológicas, efeitos ocorridos provavelmente devido à sua interação com 
componentes mais hidrofóbicos da membrana (CARPENEDO et al.; 1969)
Quando na presença do desacoplador clássico FCCP, a hispidulina, em todas as 
doses testadas, foi incapaz de provocar qualquer efeito sobre a atividade da ATPase 
em mitocôndrias intactas, o que pode excluir a possibilidade da hispidulina estar 
atuando indiretamente sobre o translocador de nucleotídios adenina (ADP+3/ATP+4).
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TABELA 5 -  EFEITOS DA HISPIDULINA SOBRE O COMPLEXO F ^o  -  
ATPase DE MITOCÔNDRIAS ISOLADAS DE FÍGADO DE 
RATO.
Hispidulina
(mmol.r1)
ATPase com 
Mitocôndria 
Rompida
(%) de atividade
ATPase com 
Mitocôndria 
Intacta
(%) de atividade
ATPase com 
Mitocôndria 
Intacta e FCCP
(%) de atividade
0,05 82,55±8,1* 144,4±8,6* 97,11 ±7,9
0,075 79,62±8,7* 171,3+18,5* 98,97±2,6
0,1 88,56+9,6* 167,8±18,6* 98,97±4,9
0,15 77,46±7,7* 181,5±19,9* 99,61 ±6,0
0,2 74,88+7,5* 207,23±22,2* 95,46+7,9
Sistema de Reação em volume final de 1 ml:
Mitocôndrias Rompidas: tampão Tris-HCl 10 mmol.l'1 (pH 7,4), MgS04 3 mmol.l'1, PEP 2,5 mmol.l' 
', piruvato quinase 3 unidades e 100 pg de proteína mitocondrial. A reação foi iniciada pela adição 
de ATP 4 mmol.l'1 e interrompida após 10 minutos pela adição de TCA a 5%. 100% corresponde a 
466,87±50 nmol de Pi liberado .min'1 .mg'1 de proteína mitocondrial
Mitocôndrias Intactas: sacarose 50 mmol.l'1, tampão Tris-HCl 10 mmol.l'1 (pH 7,4), KC1 50 nunolT1, 
e 2 mg de proteína mitocondrial. A reação foi iniciada pela adição de ATP 3 mmol.l'1 e mantida sob 
agitação constante a 30°C. Após 10 minutos a reação foi interrompida pela adição de TCA a 10%. 
100% corresponde a 22,17±6,32 nmol de Pi liberado .min'1 .mg'1 de proteína mitocondrial; 
Mitocôndrias Intactas e desacopladas por FCCP: sacarose 50 mmol.l'1, tampão Tris-HCl 10 mmol.l'1 
(pH 7,4), KC1 50 mmol.l'1, FCCP 1 pmol.l'1 e 2 mg de proteína mitocondrial. A reação foi iniciada 
pela adição de ATP 3 mmol.l'1 e mantida sob agitação constante a 30°C. Após 10 minutos a reação 
foi interrompida pela adição de TCA a 10%. 100% corresponde a 71,14±4 nmol de 
Pi liberado .min'1 .mg'1 de proteína mitocondrial.
Os resultados representam a média ± desvio padrão das quadruplicatas de 4 experimentos 
independentes realizados à temperatura de 28°C sendo expressos .em percentagens relativas aos 
controles (100%)
* Valores estatisticamente significativos relativos ao controle (100%) -  p < 0,05.
Na seqüência serão avaliados os efeitos da hispidulina sobre parâmetros 
relacionados à fluidez e elasticidade da membrana mitocondrial.
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4.4 EFEITOS DA HISPIDULINA SOBRE O INCHAMENTO MITOCONDRIAL
Uma suspensão mitocondrial é turva e produz dispersão da luz. Esta dispersão é 
função da diferença do índice de reffação entre o conteúdo da matriz e o meio; 
qualquer processo que diminua esta diferença, como por exemplo o aumento no 
volume da matriz pelo influxo de solutos permeáveis, resultaria num decréscimo da 
dispersão da luz com o índice de reffação da matriz aproximando-se do meio 
(NICHOLLS & FERGUSSON, 1992).
O transporte de cátions e ânions através da membrana mitocondrial interna 
produz alterações osmóticas, que induzem o fluxo de água, que resulta em mudanças 
no volume da matriz. Este fenômeno osmótico de entumescimento ou inchamento 
(“swelling”) das mitocôndrias é possível devido à elasticidade da membrana 
mitocondrial interna. Isto ocorre devido ao desdobramento das cristas desta membrana, 
o que permite o aumento considerável do volume da matriz, sem entretanto causar o 
rompimento da organela (NICHOLLS & FERGUSSON, 1992).
Algumas formas de ocorrerrem mudanças no volume da matriz mitocondrial 
provenientes de alterações osmóticas que induzem o fluxo da água, seria através da 
entrada de íons permeantes na matriz mitocondrial, onde o inchamento seria 
dependente do potencial elétrico gerado (MUSTAFA et a l, 1966), ou mesmo através 
da entrada de íons na presença de um ionóforo, como por exemplo o K+ na presença de 
valinomicina (TZAGOLOFF, 1982; NICHOLLS & FERGUSSON, 1992).
Devido às características físicas da hispidulina, especialmente sua 
hidrofobicidade, e sua semelhança estrutural com o anel da estrutura da ubiquinona, 
que é naturalmente encontrada na membrana mitocondrial, espera-se sua maior 
penetração na fase lipídica de membranas, fato que se observa com outros flavonóides, 
como a quercetina (CARPENEDO et al.; 1969). Para verificar a hipótese da 
hispidulina poder afetar parâmetros relacionados com a elasticidade e permeabilidade 
da membrana, foram realizados experimentos de inchamento mitocondrial com 
mitocôndrias não energizadas e energizadas pela oxidação de substrato.
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4.4.1 Efeitos da Hispidulina sobre o Inchamento de Mitocôndrias Energizadas
O traçado A da figura 8 mostra um experimento típico de inchamento 
mitocondrial utilizando glutamato de sódio como substrato na presença de acetato de 
sódio. Nas condições de incubação apropriadas, e em presença de acetato de sódio, a 
adição do glutamato desencadeou o aumento do volume mitocondrial, que se observa 
pelo decréscimo da absorbância. A reversão deste inchamento mitocondrial foi 
induzida pela rotenona.
Nos traçados C a F da figura 8, a hispidulina em diferentes concentrações foi 
incubada por dois minutos com as mitocôndrias em meio contendo acetato de sódio, 
antes da adição do glutamato. O mesmo procedimento foi realizado para o solvente da 
hispidulina, o DMSO, adicionando-se volumes idênticos aos utilizados em cada 
concentração de hispidulina, que foi de no máximo 20 pl. Observou-se inibições “per 
si” promovidas pelo solvente DMSO (20pl), sobre a amplitude (32%) e velocidade 
inicial do inchamento (22,8%) bem como sobre a amplitude da contração mitocondrial 
(44,2%) e velocidade da contração (64%), como pode ser observado no traçado B da 
figura 8.
Observa-se que a hispidulina, em todas as concentrações testadas (figura 8), 
reduziu de forma bastante acentuada o inchamento da organela, sendo que tanto a 
velocidade inicial quanto a amplitude total do inchamento tiveram reduções de 
aproximadamente 90% com a dose máxima utilizada (0,2 mmol.1'1). Sobre a amplitude 
da contração induzida por rotenona a inibição foi quase total, bem como para a 
velocidade inicial da contração, com a dose máxima de 0,2 mmol.l*1. Os resultados 
mostram que tanto a velocidade quanto a amplitude do inchamento e da contração 
foram afetadas pela droga, sugerindo que a hispidulina pode alterar tanto a 
permeabilidade da membrana mitocondrial ao Na+ quanto a sua elasticidade.
FíqURA 8- EFEITOS DA EiISPIDUUNA SOBRE O ÍNCHAMENTO DE MITOCQNDRIAS ENERGIZADAS NA PRESENÇA DE 
ACETATO DE SQDIO
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Os efeitos produzidos pela hispidulina sobre o inchamento mitocondrial podem 
ser interpretados em parte como conseqüência das inibições por ela provocadas sobre 
as atividades enzimáticas das cadeia respiratória observadas anteriormente, reduzindo 
o fluxo de elétrons e consequentemente o inchamento decorrente da energização por 
glutamato. Contudo, cabe ressaltar que parte dos valores obtidos podem ser atribuídos 
aos efeitos do DMSO sobre os parâmetros analisados, não podendo ser descartada a 
possibilidade de um efeito sinérgico sobre a membrana, o que justificaria os valores 
maiores de inibição.
Segundo HAVSTEEN (1983), já é bastante conhecida a interferência dos 
compostos flavonóides sobre membranas naturais, fenômeno explicado em parte por 
inibições enzimáticas sobre ATPases e outras enzimas, como fosfolipase A2, 
lipooxigenase, entre outras, além das características de lipofilicidade.
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4.4.2 Efeitos da Hispidulina sobre o Inchamento Mitocondrial Induzido por 
Valinomicina na Presença de Nitrato de Potássio
A avaliação do inchamento de mitocôndrias desenergizadas é importante 
porque descarta a interferência da hispidulina sobre alvos enzimáticos da cadeia 
respiratória, o que poderia restringir o inchamento, como verificado anteriormente 
(figura 6).
Mitocôndrias intactas, na ausência de substrato oxidável, são pouco 
permeáveis ao íon K+. Segundo PRESSMAN (1976), esta restrição à passagem do K+ 
ocorre porque os componentes fosfolipídicos da membrana tomam desfavorável a 
passagem deste cátion pela matriz mitocondrial. Esta permeabilidade pode ser 
aumentada pela adição do ionóforo valinomicina, um carreador móvel que catalisa 
também o transporte de Cs+, Rb+ e NH4+ (PRESSMAN, 1976; TZAGOLOFF, 1982; 
NICHOLLS & FERGUSON, 1992). Por não apresentar carga, nem resíduos 
ionizáveis, a valinomicina adquire a carga do íon, que se encontra complexado no 
centro polar da molécula. Tanto a forma complexada quanto a não complexada 
conseguem transitar pela membrana mitocondrial (NICHOLLS & FERGUSON, 
1992), logo, a formação deste complexo lipossolúvel reduz a necessidade energética 
para o transporte, facilitando a transferência do K+ através da membrana mitocondrial 
intema. A velocidade do transporte de K+ é determinada pela rapidez com que o 
complexo se move na bicamada lipídica, sendo esta mobilidade dependente da 
fluidez da membrana (TZAGOLOFF, 1982). O complexo sofre dissociação e o K+ é 
liberado na matriz mitocondrial. A entrada do K+ cria uma variação de potencial 
positivo dentro da organela que faz com que íons negativos permeáveis como o N 03' 
entrem, ocasionando a entrada de água e promovendo então o inchamento. Portanto, 
no inchamento mitocondrial induzido pela adição de valinomicina e sal de potássio, a 
velocidade e a amplitude deste inchamento indicam a velocidade do transporte de K+ 
(TZAGOLOFF, 1982).
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Os resultados da figura 9 mostram que a hispidulina em todas as doses 
testadas foi incapaz de interferir de forma estatisticamente significativa (p< 0,05) na 
amplitude e velocidade do inchamento mitocondrial nas condições experimentais 
propostas. Este resultado sugere, indiretamente, que a hispidulina e mesmo o DMSO 
possivelmente não estariam interferindo de forma estatisticamente significativa na 
fluidez da membrana da organela e no transporte de K+ na presença de valinomicina. 
Contudo, estes resultados confirmam a inibição da cadeia respiratória como 
causadora das inibições do inchamento de mitocôndrias energizadas (figura 8). 
Entretanto, não podemos descartar totalmente esta possibilidade, sendo necessárias 
análises complementares de polarização de fluorescência, usando sondas 
fluorescentes apropriadas para as região hidrofóbica da membrana (sonda DPH) e 
para a região superficial da mesma, que possui caráter mais hidrofílico (sonda DPH- 
PA) para poder-se tirar conclusões definitivas a respeito da interferência da 
hispidulina sobre a fluidez da membrana.
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FIGURA9 -E F E IT O S  DA H ISPID U L IN A  SOBRE O IN CH A M EN TO  
MITOCONDR1AL INDUZIDO POR VALINOMIC1NA, NA 
PRESENÇA DE NITRATO DE POTÁSSIO, UTILIZANDO  
MITOCÔNDRIAS DE FÍGADO DE RATO DESENERGIZADAS.
Sistema de Reação- KNOj 135 nunolT1, tampão Hepes 5 mmolT1 (pH 7,4), EDTA 0,1 mmol.r1, 
rotenona 4 pmol. lantimicína A 2 pg/m l 1 mg de proteína mitocondrial t  hispidulina nas 
concentrações indicadas pela legenda, em volume final de 1 ml.
A reação foi iniciada pela adição de valinom icina 4 pg/ml 
O s traçados são representativos de 3 experim entos independentes.
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A ferritina é uma proteína muito estudada, amplamente distribuída na natureza, 
que possui 24 subunidades, havendo seu interior uma grande quantidade de ferro 
armazenado como hidróxido de ferro ligado e fosfato (FORD et al, 1984; WATT et 
al, 1985).
A ferritina, como uma proteína armazenadora de ferro, é uma molécula chave 
no metabolismo deste metal. Ela mantém o ferro sob uma forma facilmente 
mobilizável no momento e local necessário (FUNK et al, 1985), evitando que este 
ferro fique livre para envolver-se em reações geradoras de espécies reativas de 
oxigênio. Portanto, a ferritina contribui para a proteção da célula contra a toxicidade 
envolvendo EROS (espécies reativas de oxigênio). Contudo, o Fe+3 da ferritina pode 
ser reduzido por vários radicais como ânion superóxido, semiquinona, ou por outras 
moléculas, como a 6-hidroxi-dopamina (MONTEIRO et al., 1989; BANDY et a l, 
1987) ou o ácido 5-aminolevulínico (OTEIZA et al., 1995). Sendo assim, o ferro
4-1liberado na forma de Fe , pode envolver-se em reações de geração de espécies 
reativas de oxigênio, promovendo injúria oxidativa (ROCHA et a l, 2000). Esta 
mobilização inadequada do ferro pode levar à lipoperoxidação, ao dano oxidativo de 
proteínas e do DNA e, possivelmente desempenhar importante papel na carcinogênese 
ferro-induzida (TOYOKUNI, 1996).
Considerando a estrutura química dos dois flavonóides estudados (hispidulina e 
eupafolina), acredita-se que ambas as moléculas sejam capazes de liberar o ferro da 
ferritina em proporções diferentes, isto porque, como já relatado anteriormente, a 
eupafolina possui o anel catecol, presente em outras moléculas liberadoras de ferro, 
como a 6-OH dopamina (MONTEIRO et al.', 1989). Como pode ser observado nas 
figuras 10 e 11, tanto a hispidulina quanto a eupafolina são capazes de liberar o ferro 
da ferritina, sendo estes efeitos não proporcionalmente dependentes da dose. Os efeitos 
foram mais acentuados para a eupafolina (0,2 mmolJ1) que chegou a liberar até 3,5
4.5 EFEITOS DA HISPIDU LIN A E EU PA FO LINA SOBRE A LIBERAÇÃO
DE FERRO DA FERRITINA
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pmoles de ferro, enquanto a hispidulina (0,2 mmol.l'1) liberou até 1,2 pmoles de ferro 
nas mesmas condições experimentais em 30 minutos. Cabe ressaltar que foram feitos 
controles com o DMSO, contudo o solvente não interferiu nos resultados nos volumes 
utilizados.
A maior liberação de ferro pela eupafolina quando comparado à hispidulina 
confirma a maior capacidade liberadora deste metal com compostos como a 
6-hidroxidopamina, que também possuem anel catecol e são capazes de liberar ferro 
da ferritina através da geração de espécies reativas de oxigênio (MONTEIRO et al., 
1989).
A fim de verificar se o processo de liberação de ferro da ferritina estava sendo 
induzido pela presença de espécies reativas de oxigênio, ensaios foram conduzidos na 
presença das enzimas antioxidantes catalase e SOD, em diferentes concentrações. No 
caso da hispidulina (0,2 mmol.f1), a liberação de ferro da ferritina não foi reduzida de 
maneira estatisticamente significativa tanto na presença de catalase (10 e 25 U) quanto 
de SOD (40 e 80 U) (dados não mostrados). Entretanto para a eupafolina (0,2 mmolT1), 
verificou-se drástica redução de cerca de 75% na liberação de ferro da ferritina na 
presença de 25 U de catalase, sendo que a quantidade de ferro total liberado pode ser 
estatisticamente considerada igual ao controle sem adição do flavonóide (figura 12). 
Na presença de 10 U de catalase, a redução na liberação de ferro em relação ao 
controle sem a enzima antioxidante foi de cerca de 13%, sendo esta diferença não 
considerada estatisticamente significativa (figura 12), enquanto que a SOD (40 e 80 U) 
não alterou a quantidade total de ferro liberada pela eupafolina (dados não mostrados).
Estes resultados indicam que no caso da eupafolina a liberação de ferro da 
ferritina pode estar relacionada com a geração de H2O2 , que por conseqüência pode ter 
sido gerada pela autoxidação da molécula de flavona. Seria provável que esta auto- 
oxidação ocorresse, especialmente na presença de metais de transição, como o ferro, 
pelo fato da eupafolina possuir grupamentos hidroxila em posição orto, aspecto 
estrutural importante neste tipo de reação (MONTEIRO & WINTERBOURN, 1989).
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Contudo, apesar da SOD não ter diminuído a liberação de ferro, não podemos 
descartar a possibilidade do radical OH* estar envolvido, pois segundo MONTEIRO & 
WINTERBOURN (1989) na presença de pequenas quantidades de metais de transição 
como o ferro ou o cobre, a auto-oxidação via uma reação que envolve um complexo 
ternário entre molécula-metal-oxigênio pode predominar e a inibição pela SOD deixa 
de ser observada (BANDY, 1987). Além disso, a eupafolina, assim como a 
hispidulina, foi dissolvida em DMSO, um conhecido seqüestrador deste radical 
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).
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FIGURA 10 -  EFEITOS DA HISPIDULINA SOBRE A LIBERAÇÃO DE FERRO
DA FERRITINA
controle 0,05 0,075 0,1
Hispidulina (mmol.r1)
0,15 0,2
FIGURA 11 -  EFEITOS DA EUPAFOLINA SOBRE A LIBERAÇÃO DE FERRO 
DA FERRITINA
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Eupafolina (m m ol.r1)
Sistema de Reação: tampão Tris-HCl 20 mmol.l"1, NaCl 140 m m ol.l'1, pH 7,3, sulfonato de 
batofenantrolina 1 m m ol.r1, ferritina 300 pg e hispidulina ou eupafolina nas concentrações 
indicadas, para dar inicio à reação, num volum e final de lm l. Os resultados foram obtidos
acompanhando-se a formação do com plexo Fe+2/batofenantrolina (C530nm:=22,14 cm ^M '1) a 530 nm. 
Os resultados representam a m édia ±  desvio padrão das triplicatas de 4 experim entos independentes 
realizados à temperatura de 28°C  e estão expressos em pm oles de ferro liberado em  30 minutos 
* Valores estatisticamente significativos relativos ao controle -  p < 0,05.
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FIGURA 12 -  EFEITOS DA EUPAFOLINA SOBRE A LIBERAÇÃO DE
FERRO DA FERRITINA NA PRESENÇA DE CATALASE
(0
oE
o■o(0t -
4»n
0)
LL
Controle Eupafolina Eupafolina Eupafolina (0,2 mmol.!'1) (0,2 mmol.l'1) (0,2 mmol.l'1)
+ +10 U catalase 25 U catalase
Sistema de Reação: tampão Tris-HCl 20 mmol.r1, NaCl 140 mmol.r1, sulfonato de batofenantrolina
1 mmol.l'1, ferritina 300 pg, eupafolina 0,2 mmol.r1, suplementado com catalase nas concentrações 
indicadas, em volume final de lml. Os resultados foram obtidos acompanhando-se a formação do
complexo Fe 2/batofenantrolina (S530nm =22,14 crrf'lvr1) a 530 nm, durante 30 minutos.
Os resultados representam a média ± desvio padrão das triplicatas de 4 experimentos independentes 
realizados à temperatura de 28°C e estão expressos em pmoles de ferro liberado em 30 minutos.
* Valores estatisticamente significativos relativos ao controle (100%) -  p < 0,05.
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4.6 REATIVIDADE DA HISPIDULINA E EUPAFOLINA COM O RADICAL 
LIVRE ESTÁVEL DPPH
A estrutura química da hispidulina e eupafolina sugere que estas moléculas 
poderiam participar de reações envolvendo radicais livres. A possibilidade destas 
flavonas atuarem como doadoras de elétrons, foi avaliada através da análise da sua 
interação com o radical livre estável difenilpicrilhidrazil (DPPH) com a finalidade de 
avaliar a habilidade das moléculas agirem como seqüestradoras de radical livre, 
atuando como antioxidantes (DINIS et a l, 1994). Segundo HOTTA et al.', (2002) o 
poder redutor da molécula é fator chave no desempenho antioxidante do composto. O 
DPPH pode aceitar um elétron ou um radical hidrogênio convertendo-se em uma 
molécula diamagnética estável (BLOIS, 1958). Devido ao seu elétron desemparelhado, 
o DPPH, que possui forte coloração violácea, absorve intensamente em 517 nm, a qual 
decresce estequiometricamente em relação ao número de elétrons captados (BLOIS, 
1958), tpnando-se gradativamente incolor. O ácido ascórbico livre, um conhecido 
antioxidante, foi utilizado neste trabalho como controle positivo e para comparação 
com os efeitos da hispidulina e eupafolina. Os resultados obtidos em tais experimentos 
estão demonstrados na figura 13.
Observa-se que a hispidulina não reduziu a absorbância da solução de DPPH 
em concentrações de até 0,2 mmol.f1, demonstrando que não possui a propriedade de 
doar elétrons a este radical livre, não sendo portanto, um bom redutor. Este resultado 
está de acordo com os estudos de OKAWA et al. (1998; 2001), que testaram um 
flavonóide com estrutura química muito similar à da hispidulina, a isovitexina, que 
possui o mesmo número de grupamentos hidroxila e nas mesmas posições que a 
hispidulina, diferindo desta apenas por apresentar uma glucose em C-6 no anel A, 
observaram também que a isovitexina era incapaz de reagir com o DPPH em doses de 
até 1 mmol.l'1.
Entretanto, a eupafolina mostrou-se extremamente reativa frente a este radical, 
sendo seu efeito muito semelhante ao do ácido ascórbico, molécula conhecida por seu
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forte poder redutor, com a dose de 0,2 mmol.l'1 a absorbância caiu aproximadamente 
90% para ambas as moléculas. Este resultado mostra que o anel catecol presente na 
eupafolina faz grande diferença quanto à reatividade em relação à hispidulina, 
conforme indicam os dados da literatura (JOYEUX et a i, 1995; BURDA & 
OLESZEK, 2001). A comparação da potência de diferentes moléculas é melhor 
visualizada quando se considera a concentração capaz de promover 50% da atividade 
esperada. Estas concentrações são mais convenientemente expressas como I50 (-log de 
I50 , onde I50 é expressa em mols.l'1). Para o composto controle, o ácido ascórbico, o 
valor de Iso variou de 20 a 25 pmoles.l'1, para a hispidulina este valor ficou muito 
acima da dose máxima utilizada de 0,2 mmol.l'1 , enquanto que para a eupafolina o 
valor de I50 foi de 15 pmoles.l'1, ainda um pouco inferior ao do ácido ascórbico, o que 
mais uma vez demonstra a importância da diferença estrutural entre as duas flavonas.
BURDA & OLESZEK (2001) ainda apresentam outra maneira numérica para 
quantificar a atividade antiradical de uma determinada substância, que resulta na 
diminuição da intensidade da coloração da solução de DPPH frente a possível 
molécula “seqüestradora” de radical, usando a seguinte equação:
Atividade “Antiradical”=100 x 1 (absorbância da amostra / absorbância do controle)
Aplicando a fórmula acima para as moléculas testadas com as doses usualmente 
utilizadas (0,2 mmol.l'1) encontra-se um valor de r = 91,96 para 0  composto referência, 
ácido ascórbico, r = 1,0 para a hispidulina e r = 87,85 para a eupafolina, valor que 
mais uma vez indica atividade antioxidante muito forte para esta última flavona. Estes 
resultados estão em concordância com obtidos por MIURA et al., (2002), que através 
de ensaios muito semelhantes observaram que a eupafolina demonstrou reatividade 
com o DPPH semelhante aos compostos referência ácido ascórbico e a-tocoferol. 
Moléculas que possuem padrão de hidroxilação semelhantes à eupafolina, 
especialmente a presença do grupo catecol no anel B, também demonstraram atividade 
“antiradical” elevada, como por exemplo a fisetina (3,7,3’,4’ tetrahidroxiflavona) e
80
quercetma (3,5,7,3\4’ pentahidroxitlavona) nas concentrações de 33 ^.mol.r que 
tiveram valores de r— 79% e 89,8%, respectivamente, com uma solução de 16 [imol.l'1 
de DPPH (BURDA & OLESZEK, 2001).
FIGURA 13 -  EFEITO DA HISPIDULINA E EUPAFOLINA SOBRE O RADICAL 
LIVRE ESTÁVEL DPPH
1,20 ,
0 0.025 0.05 0,075 0.1 0.125 0.15 0,175 0.2
Concentração (mrnol.r1)
Sistema de Reação em volume final de 1 ml: tampão acetato 100 m m o l.l1 (pH 5,5 ), etanol e  solução  
ctanólica dc DPPH 50 pm olcsT  O s valores dc absorbânda foram ob tid os a p ós 5 m in u tos de  
reação. A redução do DPPH foi avaliada pelo decréscim o da absoTbància a 517 nm, com o função da 
concentração de hispidulina, eupafolina e o  conhecido antioxidante ácido ascórbico.
A figura é representativa de 3 experim entos independentes.
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5. DISCUSSÃO FINAL
A hispidulina, conforme demonstrado por ROCHA (2000)1 reduziu a 
velocidade de consumo de oxigênio no estado III de mitocôndrias isoladas de fígado 
de rato na presença de glutamato e succinato como substratos oxidáveis. Acredita-se 
que este efeito seja conseqüência das inibições das atividades enzimáticas da cadeia 
respiratória provocadas pela hispidulina entre os complexos I e III, que iria restringir a 
passagem dos elétrons, através dos componentes da cadeia diminuindo o consumo de 
oxigênio. Na literatura coloca-se a necessidade da presença do grupo ceto em C-4 e de 
duplas ligações entre C-2 e C-3 para inibição de enzimas mitocondriais (HODNICK et 
al., 1987; BOHMONT et a i, 1987), características estruturais inerentes à classe das 
flavonas da qual a hispidulina faz parte. Este efeito da hispidulina pode ser responsável 
pela sua citotoxicidade, podendo explicar pelo menos em parte os efeitos 
antineoplásicos verificados para a hispidulina em vários trabalhos.
ROCHA (2000)1 também verificou que a hispidulina promove o estímulo do 
estado IV da respiração mitocondrial e decréscimo da razão ADP:0 (tabelas 1 e 2), 
tanto na presença de glutamato quanto de succinato. Tais efeitos, aliados ao estímulo 
da ATPase em mitocôndrias intactas, também observado para a hispidulina no presente 
trabalho, podem ser considerados indicações de um possível efeito desacoplador da 
fosforilação oxidativa pela hispidulina. Estes resultados estão em concordância com 
aqueles observados por COLEMAN (1984) que observou também inibição do estado 
III e decréscimo da razão ADP:0 com 50 gmol.1'1 e sugerindo a ocorrência de 
desacoplamento da fosforilação oxidativa pela hispidulina. Outras flavonas que 
possuem hidroxilas nas posições 5 e 7 também demonstraram efeito desacoplador 
sobre mitocôndrias animais e vegetais, como a platanetina (3,5,7,8-tetrahidroxi-6 
dimetilalilflavona) cuja potência desacopladora é comparável ao FCCP, platanina 
(3,5,7,8-tetrahidroxi-6metilflavona) e 3 hidróxi-wogonina (3,5,7-trihidroxi-8- 
metóxiflavona) (CRUZET et al.\ 1998). RAVANEL (1986) observou que a apigenina 
(5,7,4’trihidroxi flavona), flavonóide que também possui lipofilicidade e padrão de
1 Comunicação pessoal do autor (2000).
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hidroxilação bastante similar à hispidulina, foi classificada como um fraco 
desacoplador. .
Ainda em relação aos efeitos inibitórios da hispidulina, através dos 
experimentos propostos por MORELAND (1994), a hispidulina foi classificada como 
um inibidor do transporte de elétrons, fato que é claramente demonstrado pelas 
inibições por ela provocadas sobre as enzimas da cadeia respiratória e sobre a 
velocidade respiratória do estado III, e confirmado pela sua capacidade de reduzir o 
consumo de oxigênio no estado III, mesmo na presença do FCCP.
Em mitocôndrias rompidas a hispidulina foi capaz de inibir a atividade da 
ATPase. Como nas preparações mitocondriais rompidas a membrana mitocondrial 
deixa de representar uma barreira, o acesso da droga à enzima é facilitado. A inibição 
direta da hispidulina sobre o complexo FiF0 deve ser considerado, uma vez que foi 
demonstrado que o flavonóide quercetina (5,7,3’4’ pentahidroxi 3-flavonol) por se 
ligar a uma das subunidades de Fls atua como inibidor da transferência de energia 
(MORELAND, 1994). Como a hispidulina foi incapaz de afetar a atividade ATPásica 
de mitocôndrias intactas na presença do desacoplador clássico FCCP, pode-se excluir a 
possibilidade deste flavonóide estar afetando o translocador de nucleotídeos adenina.
Além dos efeitos citados anteriormente, as análises de inchamento mitocondrial 
na presença de substrato oxidável e acetato de sódio mostraram que a hispidulina inibe 
este parâmetro como uma conseqüência do seu efeito sobre a geração do potencial 
eletroquímico dos prótons, que pode ser explicado tanto em termos de inibições 
enzimáticas sobre as enzimas da cadeia respiratória, não sendo descartada a 
possibilidade de desvio de elétrons através de reações de óxido-redução uma vez que 
outros flavonóides apresentam esta característica (HODNICK et al., 1986) e a 
hispidulina mostrou-se capaz de reduzir o 2,3,5-trifenil-tetrazólio (dados não 
mostrados). Além disso o efeito inibitório tão acentuado sobre o inchamento de 
mitocôndrias energizadas pode ser justificado também se considerarmos o efeito 
desacoplador da hispidulina, uma vez que relata-se que em concentrações bem baixas 
os desacopladores podem aumentar o inchamento (HANSTEIN; 1976; GOOCH &
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PACKER, 1974) concentrações maiores, desacopladores como o 2-4 dinitrofenol e o 
FCCP inibem o inchamento (GOOCH & PACKER, 1974). Pode-se assim esperar 
efeito semelhante para a hispidulina, uma vez que é apontado que o efeito 
desacoplador dos flavonóides não seja diferente do mecanismo dos clássicos 
desacopladores fenóis clorados (RAVANEL; 1986). Contudo, os experimentos de 
inchamento com mitocôndrias desenergizadas indicaram que a hispidulina, 
aparentemente, não é capaz de afetar significativamente parâmetros relacionados com 
a permeabilidade da membrana ao íon K+ na presença de valinomicina, sendo 
necessários estudos futuros utilizando sondas fluorescentes para melhor avaliação dos 
efeitos da hispidulina sobre a fluidez da membrana mitocondrial interna.
Em relação aos estudos comparativos das propriedades antioxidantes e pró- 
oxidantes entre a hispidulina e a eupafolina, observou-se que ambas as moléculas são 
capazes de liberar ferro da ferritina, porém, a quantidade de ferro liberada pela 
eupafolina em trinta minutos foi cerca de 3 vezes maior em relação à hispidulina, o 
que pode ser explicado pela presença do anel catecol em sua estrutura, uma vez que 
outras moléculas que também possuem esta característica estrutural, como a 6-OEÍ 
dopamina (6-OHDA), também demonstram ser capazes de liberar ferro da ferritina 
(MONTEIRO et ál.\ 1989).
Esta mobilização do ferro promovida pela eupafolina não foi afetada pela 
adição de SOD e pode ser diminuída pela presença de catalase, indicando a geração e 
envolvimento de H20 2 no processo. Na presença de pequenas concentrações de ferro 
ou cobre a via de autooxidação envolve um complexo ternário entre 6-OHDA-metal- 
peróxido ou 6-OHDA-metal-oxigênio, que pode predominar e a inibição pela SOD não 
ser observada (BANDY et al.; 1987). Catalase e quelantes inibem este mecanismo e a 
autooxidação é dependente da propagação pelo 0 2*~, sendo assim, pode-se sugerir que 
a eupafolina poderia estar promovendo liberação de ferro de ferritina por mecanismo 
semelhante ao da 6-OHDA e desta forma justificar os resultados obtidos com as 
enzimas antioxidantes.
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Este efeito da eupafolina pode indicar uma possível atividade pró-oxidante da 
flavona menor do que o da hispidulina, uma vez que o ferro liberado da ferritina pode 
envolver-se em reações geradoras de espécies reativas de oxigênio e de radicais livres, 
como por exemplo através da reação de Fenton. Por outro lado, a eupafolina (I50= 15 
(imoles.r1) ao reagir com o radical livre estável DPPH, demonstrou efeitos similares 
ao do ácido ascórbico (I50= 20-25 (imoles l'1), um forte agente redutor, podendo-se 
assim destacar suas propriedades antioxidantes, que também podem ser atribuídas à 
sua estrutura catecol, uma vez que esta característica estrutural é apontada como sendo 
muito importante em reações com radicais livres. A hispidulina que difere 
estruturalmente da eupafolina apenas pela presença deste grupo catecol, foi incapaz de 
reagir com o DPPH em concentrações de até 0,2 mmol.r1.
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6. CONCLUSÕES
/ A hispidulina pode ser classificada como um agente inibidor do transporte de 
elétrons e como um desacoplador da fosforilação oxidativa;
✓ A hispidulma inibe de forma estatisticamente significativa as atividades 
enzimáticas da NADH. oxidase, NADH citocromo c redutase e NADH 
desidrogenase, com todas as doses testadas, inibe também as atividades da 
succinato oxidase (nas doses de 0,075, 0,1, 0,15, e 0,2 mrnol.r1) e suecinato 
citocromo c redutase (nas doses de 0,1, 0,15, e 0,2 mmol.!*1), não interferindo 
de forma significativa sobre a atividade da citocromo c oxidase, sendo possível 
sugerir que seu sítio de ação seja entre os complexos I e III da cadeia 
respiratória miíocondrial;
v A hispidulma interfere no fenômeno de inchamento mitocondrial, reduzindo sua 
velocidade e amplitude quando utilizam-se mitocôndrias energizadas, porém 
não altera a velocidade e a amplitude do "svvelling" mitocondrial em 
preparações desenergizadas, na presença de valinomicina e potássio;
■- A hispidulina interfere na atividade ATPásica, provocando inibição quando 
utiliza-se mitocôndrias rompidas, estímulo em preparações mitocondriais 
intactas, porém quando na presença do FCCP não ocorrem modificações 
estatisticamente significativas na sua atividade;
z A hispidulina e eupafolina são capazes de liberar ferro da ferritina, sendo que 
para esta última o efeito é mais acentuado e o processo possivelmente é 
mediado por espécies reativas de oxigênio;
v A eupafolina é extremamente reativa frente ao radical livre estável DPPH, com 
efeito antioxidaníe comparável ao do ácido ascórbico, entretanto, a hispidulina 
não reagiu com o DPPH, não sendo portanto, um bom redutor.
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